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Resumen

Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1797) es un insecto plaga del maiz, arroz, algodén,
sorgo y pastizales. Presenta dos formas bioldgicas (biotipos o razas) (maiz y arroz) que
son idénticas morfoldgicamente, pero que difieren en varios aspectos tales como su
composicion genética, su aislamiento reproductivo y su tolerancia a insecticidas y
controladores bioldgicos. En este trabajo se realiz6 la identificacion molecular de estos
biotipos a partir de larvas recolectadas en cultivos de maiz, arroz, algodén, sorgo, pasto
mulato, cafia de azlcar y sorgo dulce en los departamentos del Cérdoba, Meta, Tolima y
Valle del Cauca con el uso de dos marcadores moleculares: una PCR-RFLP del gen
mitocondrial de la citocromo oxidasa | (COIl) y una PCR del gen nuclear FR (For Rice).
Los andlisis moleculares permitieron diferenciar tres poblaciones de S. frugiperda: a)
biotipo de maiz, b) biotipo de arroz y c¢) un grupo de individuos clasificados como
“hibridos” entre estos dos biotipos, producto del cruce entre hembras del biotipo de maiz
y machos del biotipo de arroz y viceversa. Los individuos genotipificados e identificados
como “biotipo de maiz” se recolectaron en cultivos de maiz, sorgo, sorgo dulce, cafa de
azucar, algodon, y con poca frecuencia en arroz y pasto mulato. Los individuos
genotipificados como “biotipo de arroz” se encontraron en cultivos de arroz y pasto
mulato principalmente. Estos biotipos presentaron una diferenciacion genética
significativa (PhiPT = 0,376, gl= 13,370, P<0.001, para el gen COI, PhiPT = 0,50, gl = 13,
354, P<0.001, para el gen FR), por lo que el flujo genético entre éstos es reducido. Dos
dendrogramas obtenidos con la distancia genética de Nei y el algoritmo UPGMA
(Unweighted paired groups with aritmethic mean) para cada marcador molecular separ6
dos poblaciones genéticamente diferenciadas: una compuesta por el biotipo de maiz y la
otra por el biotipo de arroz. Aunque la topologia de cada arbol difiere, dado que los
marcadores moleculares son distintos, la mayoria de sus ramas separaron a los dos
biotipos de este insecto. Los resultados demuestran la importancia que tiene llevar a
cabo la diferenciacion molecular de estos dos biotipos, dado que bajo condiciones de

laboratorio, ambos difieren significativamente en su tolerancia a insecticidas y a
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controladores biolégicos. El biotipo de arroz es mas tolerante que el biotipo de maiz a
insecticidas y el de maiz mas tolerante a endotoxinas del Bacillus thuringiensis que el
biotipo de arroz. Los resultados de este trabajo demuestran que la transferencia de
genes que confieren tolerancia a controles quimicos y bioldégicos en estos dos biotipos es
baja o casi nula, ya que se encontr6 en este estudio que el flujo genético entre los
biotipos de maiz y arroz de esta polilla es muy bajo, esto podria explicar las causas por

las cuales ambos responden diferentemente en su manejo en condiciones de campo.

Palabras claves: Spodoptera frugiperda, biotipos, enzima Mspl, enzima Sacl, PCR-
RFLP
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Abstract

Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1797) is a polyphagous insect of major economic
impact in the Western hemisphere and it has genetically differentiated into two strains
(i.e., corn and rice) that are morphologically identical at the level of larvae and adult but
differs in their wing shape and in their genetics. In 2008, corn and rice strains of this pest
were identified from Tolima department in Colombia. This work continues the molecular
identification of these two strains in three other regions of Colombia and three other crops
(grass, sugarcane and sweet sorghum). Our results showed that both strains are
associated to the same hosts as reported in 2008. The corn strain was more abundant in
corn, cotton, sorghum, sugarcane and sweet sorghum whereas the rice strain was more
abundant in grass and rice (x2= 282.31, df = 39, p<0.0001). This host plant association
reflects a population genetic differentiation in Colombia with values of PhiPT (COI) =
0.376, P < 0.001, PhiPT (FR) = 0.50, P < 0.001 for all crops. The UPGMA dendrograms
obtained with Nei genetic distances separated most of rice strain populations from the
other crops suggesting that is genetically differentiated from the corn strain. The results
demonstrate the importance to differentiate these two strains in nature since these two
populations significantly differ in their tolerance to both insecticides and Bacillus
thuringiensis endotoxins under laboratory conditions and thus transference of genes that
confer resistance to any control is low given the results obtained here because the gene

flow estimated between them is very reduced.

Keywords: Spodoptera frugiperda, biotypes, Mspl enzime, Sacl enzime, PCR-RFLP
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Introduccidén

Spodoptera frugiperda (FAW) (J. E. Smith, 1797) es una polilla migratoria de origen
tropical que se encuentra en distintos hospederos, por lo que se le considera como
polifaga. Sin embargo, este insecto es la plaga principal en el cultivo de maiz (Zea mays),
y secundaria en arroz (Oryza sativa), pastos, sorgo (Sorghum spp.), algodén (Gossypium
hirsutum), alfalfa (Medicago sativa), cafia de azlcar (Saccharum officinarum), entre otros
cultivos (Garcia et al. 2002). Por consiguiente, FAW es una plaga de gran importancia en
Colombia, ya que las pérdidas econdémicas en los cultivos de maiz pueden llegar hasta el
35% (Villamizar et al. 2012).

En 1986, Dorothy Pashley identificd dos poblaciones de S. frugiperda que eran idénticos
morfolégicamente pero diferentes genéticamente y fisiolégicamente y los denomind
“Biotipo de Maiz”’ y “Biotipo de Arroz’, plantas hospederas de mayor preferencia. Sin
embargo, se ha podido evidenciar que la asociacién a la planta hospedera no es
exclusiva, ya que el biotipo de arroz se puede encontrar en arroz, pastos y maiz pero en
bajas cantidades, y el biotipo de maiz se puede hallar en los cultivos de maiz (en altas
proporciones), algodén y sorgo (Nagoshi y Meagher, 2003a, 2004, Prowell et al. 2004,
Vélez-Arango et al. 2008).

Por otro lado, diferentes estudios se han realizado en la linea de investigacion “ecologia y
evolucion” de insectos creados por la profesora Clara Inés Saldamando Benjumea del
grupo de investigacion Biotecnologia Vegetal UNALMED-CIB, la cual se basé
principalmente en el estudio de la biologia evolutiva, genética de poblaciones y genética
de tolerancia /resistencia delos biotipos de S. frugiperda en Colombia. Estos biotipos
fueron identificados por primera vez en el Tolima, por medio de una PCR-RFLP del gen
COl y la region en tandem FR (For Rice) evidenciando que el biotipo de maiz se

encuentra con mayor frecuencia en los cultivos de maiz, seguido de algodén y sorgo y



gue el biotipo de arroz con mayor frecuencia en arroz, seguido de maiz, algodén y sorgo
(Vélez-Arango et al. 2008). En el segundo trabajo los autores comprobaron que hay una
diferenciacién poblacional significativa ya que hay una reduccion del flujo genético entre
los cultivos de maiz, sorgo y algodén con respecto a los cultivos de arroz (PhiPT = 0,41,
p<0.001 para COI, PhiPT = 0.19, p<0.001 para FR), posiblemente por diferencias en el
comportamiento de oviposicion de las hembras ya que las hembras ovipositan
dependiendo a su planta hospedera. Asimismo, estos biotipos presentan aislamiento
precigotico comportamental parcial debido a que las hembras de maiz raramente se
aparean con los machos del biotipo de arroz pero las hembras del biotipo de arroz no son
excluyentes con los machos con los cuales se aparean (Saldamando et al. 2014). Los
biotipos también presentan aislamiento reproductivo postcigéticas ya que en las
generaciones hibridas entre ellos, pasan por una reduccion en el éxito reproductivo
comparado con sus lineas parentales (Velasquez-Vélez et al. 2011). Por otro lado, los
biotipos de este insecto también presentan diferencias significativas en la tolerancia a
insecticidas, como es el caso del metomil y la lambdacialotrina (Rios —Diez y
Saldamando-Benjumea, 2011) y a las endotoxinas del Bacillus thuringiensis CrylAc y
CrylAb (Rios —Diez et al. 2012). En el caso de los insecticidas, el biotipo de arroz es mas
tolerante que el biotipo de maiz, mientras que con las endotoxinas del Bt, el biotipo de

maiz es mas tolerante que el de arroz.

Dados todos los estudios realizados en Colombia por el grupo de investigacion, el
propésito de este trabajo es continuar con la investigacion realizada por Vélez-Arango et
al. (2008), para ello se realiz6 una genotipificacién del insecto en los departamentos
Cérdoba, Meta, Tolima y Valle del Cauca en Colombia con el fin de identificar los biotipos
de Spodoptera frugiperda y sus correspondientes hibridos en siete plantas hospederas,

maiz, sorgo, pasto mulato, algoddn, sorgo dulce, arroz y cafia de azucar.



1.Capitulo 1
1.1. Hipotesis

Hipotesis A

Ho: No existen biotipos de maiz y arroz de S. frugiperda en los departamentos de
Coérdoba, Meta, Tolima, y Valle del Cauca.
Ha: Si existen biotipos de maiz y arroz de S. frugiperda en los departamentos de

Cérdoba, Meta, Tolima, y Valle del Cauca.
Hipotesis B

Ho: Los biotipos de S. frugiperda de Cérdoba, Meta, Tolima y Valle del Cauca no
presentan distribucién diferencial en los cultivos de maiz, sorgo, pasto mulato, algodén,
sorgo dulce, arroz y cafia de azUcar

Ha: Los biotipos de S. frugiperda de Cérdoba, Meta, Tolima y Valle del Cauca si
presentan distribucién diferencial en los cultivos de maiz, sorgo, pasto mulato, algoddn,

sorgo dulce, arroz y cafia de azlcar
Hipotesis C

Ho: Las poblaciones de S. frugiperda de Cérdoba, Meta, Tolima y Valle del Cauca no
presentan diferenciacion poblacional.
Ha: Las poblaciones de S. frugiperda de Coérdoba, Meta, Tolima y Valle del Cauca si

presentan diferenciacion poblacional.



1.2. Objetivos
1.2.1.General

Identificar los biotipos de Spodoptera frugiperda y sus correspondientes hibridos en siete
plantas hospederas de maiz, sorgo, pasto mulato, algoddn, sorgo dulce, arroz y cafia de
azucar en los departamentos de Cérdoba, Meta, Tolima, y Valle del Cauca.

1.2.2.Especificos

* Identificar los biotipos de S. frugiperda con el uso de una PCR RFLP del gen
mitocondrial de la citocromo oxidasa | (COI) en los cultivos de maiz, sorgo, pasto mulato,
algodén, sorgo dulce, arroz y cafia de azlcar en los departamentos de Cérdoba, Meta,
Tolima, y Valle del Cauca.

* Identificar los biotipos de S. frugiperda con el uso de una PCR del gen nuclear FR
(For Rice) en los cultivos de maiz, sorgo, pasto mulato, algodén, sorgo dulce, arroz y
cafia de azUcar en los departamentos de Cordoba, Meta, Tolima, y Valle del Cauca.

» Determinar si los biotipos de maiz y arroz de los departamentos de Cérdoba, Meta,
Tolima, y Valle del Cauca presentan diferenciacion poblacional.



1.3. Marco Teorico

1.3.1. S. frugiperda como plaga

S. frugiperda es una polilla que en estado larval genera grandes pérdidas econémicas en
el sector agrario que alcanza hasta el 35% de dafios en los cultivos de maiz (Torres y
Cotes 2005, Villamizar et al. 2012). Su distribucion geogréfica a través del pais es amplia
puesto que, en gran parte del pais el area de siembra de cultivos que sirven como
hospederos de la plaga es grande, generando una capacidad de dispersién mayor. En el
2012 el area de siembra para estos cultivos fue 43.844 Ha para algodén, 207.206 Ha
para cafia de azUcar, 493.898 Ha de arroz, 527.245 Ha para maiz y 18.336 Ha para
sorgo (Agronet, 2012).

Las larvas recién emergidas de S. frugiperda son de color verde pélido y la cabeza
durante el segundo estadio es de color naranja-marron. Durante los primeros dias las
larvas jovenes se alimentan de las hojas cercanas a la tierra y, posteriormente, después
de una semana, se desplazan hacia la parte mas alta de la planta de maiz,
consumiéndose todo el tejido de la hoja a excepcién de las venas y nervio central. Las
densidades en estado larval por planta pueden ser no muy altas, en promedio son de uno
a dos larvas por planta en infestaciones fuertes, ya que las larvas pueden exhibir un
comportamiento canibal, es decir las larvas de mayores instares se alimentan de las de
menor instar. Durante el dia las larvas se encuentran alojadas y escondidas en el cogollo
de la planta. En apariencia el gusano cogollero presenta una pronunciada “Y” invertida y
tubérculos de color negro del cual surgen pelos dispuestos en todo el cuerpo. La pupa
del gusano cogollero se encuentra en el suelo y se pueden identificar por la contextura
suave y curtida que es de color rojizo-marrén. Los adultos son de color grisaceo con una
envergadura que pueden llegar a medir alrededor de 3.8 cm. Las alas anteriores del
macho son de color gris con manchas blancas cerca de las puntas de las alas. Por el
contrario, las alas delanteras de la hembra presenta las mismas caracteristicas, pero las
manchas son poco pronunciadas (Bohnenblust y Tooker, 2012).

Los huevos de S. frugiperda estas dispuestos en el follaje de la planta de maiz en masas
de 100-200; las larvas eclosionan de 2-3 dias. Normalmente presenta seis instares en el
estado de larva mas un estado de pupa que se da en el suelo. Las larvas de primer
estado son capaces de producir un hilo de seda, lo que les permite caer o ser soplados
(lamado vuelo en globo) a otras zonas (Barlow y Kuhar, 2009; Capinera, 2000). Los
adultos de este insecto suelen tener habitos nocturnos, iniciando la busqueda de
alimento en las horas de la tarde antes de que caiga el sol, asi como también, se da el
proceso de apareamiento. El ciclo de vida se completa en aproximadamente 30 dias en
verano (Luginbill, 1928; Spark, 1979).

Las larvas de S. frugiperda causan dafios significativos al tejido vegetal en las plantas de
maiz. Las larvas jévenes consumen inicialmente un lado del tejido de la hoja, dejando
intacta el otro lado de dicha hoja. Sin embargo, cuando se encuentran en el segundo o
tercer estadio, las larvas empiezan a alimentarse desde el borde de la hoja hacia adentro
y, a su vez, forman agujeros en estas. Cuando la alimentacion de la larva se produce en
el cogollo de la planta se presenta una fila de perforaciones caracteristicas en las hojas.
Las larvas en estadios mayores provocan defoliaciones extensas, dejando solo las



nervaduras y los tallos de las plantas de maiz o una apariencia de rasgado en las hojas.
De igual forma, las larvas de esta plaga no solo se alimenta del follaje sino también de
flores, yemas, cogollo entre otros, reduciendo la productividad de la planta a cero
(Capinera, 2000).

1.3.2.Spodoptera frugiperda y sus biotipos

En 1986 Dorothy Pashley Prowell, encontré la presencia de biotipos de S. frugiperda
cuando genotipifico con aloenzimas una poblacion del insecto provenientes de cultivos
de maiz, arroz y pasto, encontrando que los individuos tomados en maiz difieren
significativamente en cinco aloenzimas de las poblaciones colectadas en arroz y pasto.
Epoca en la cual fueron llamados por primera vez “biotipos”. Segun Drés y Mallet (2002)
éstos se caracterizan por: a) poblaciones que exhiben polimorfismos en pocos genes
neutrales con insuficiente evidencia de asociacién con una planta hospedera, b) razas
hospederas que en simpatria se diferenciaron genéticamente, pero que presentan poca
evidencia de hibridaciébn o flujo genético, c) verdaderas razas hospederas con
diferenciacion genética demostrada y con niveles significativos de hibridacion, d)
especies hermanas con diferenciaciones genéticas marcadas que muestran bajas tazas
de hibridacién o cuya hibridacién no ocurre. En consecuencia, las poblaciones de S.
frugiperda se podrian considerar en una etapa de especiacion.

Sin embargo, las técnicas moleculares han sido la mejor herramienta para realizar la
identificacion de estos dos biotipos maiz y arroz, puesto que, su frecuencia es mayor en
estos cultivos, y a su vez son idénticos morfolégicamente pero difieren en su fisiologia y
su composicion genética. El biotipo de maiz, se ha encontrado asociado a cultivos de
maiz, algodoén y sorgo, por el contrario, el biotipo de arroz a cultivos de arroz y pastizales
(Prowell 1986, Prowell 1998, Nagoshi y Meagher 2003a, 2004; Prowell et al. 2004). Los
biotipos han sido hallados en diversos paises, como lo son: Colombia (Vélez-Arango et
al., 2008; Saldamando- Benjumea y Vélez-Arango 2010) Argentina (Clark et al. 2007,
Nagoshi et al. 2012, Juéarez et al. 2012), Brasil (Juarez et al. 2012), Costa Rica, México,
Republica Dominicana, Puerto Rico (Prowell et al. 2004) y Estados Unidos (Prowell 1986,
Lu et al. 1992, Lu et al. 1994, Meagher y Gallo-Meagher 2003, Nagoshi y Meagher
2003a, 2003b, 2004, Prowell et al. 2004, Nagoshi et al. 2007b).

A nivel molecular los biotipos de S. frugiperda presentan polimorfismo genético
encontrandose que las esterasas B, C y D son Unicas en el biotipo de maiz y las
esterasas E y F estan presentes solo en el biotipo de arroz, la presencia de hibridos
exhiben una mezcla de las esterasas de ambos biotipos, por lo tanto, hay individuos que
contienen esterasas By F, Cy E (Prowell 1986, Prowell et al. 2004). Por otro lado, se
han realizado diversos estudios para la identificacion molecular de los biotipos con el
ADN mitocondrial en el gen Citocromo Oxidasa | por medio de una técnica de PCR RFLP
en el cual se amplifica un fragmento de 569 pb, y luego, se generan unos cortes con las
enzimas de restriccion Mspl y Sacl por separado, con la primera enzima produce dos
fragmentos uno de 497 pb y 72 pb Unicamente en el biotipo de maiz mientras que en el
biotipo de arroz no se genera digestion (Lu y Adang 1996, Levy et al. 2002, Meagher y
Gallo-Meagher 2003, Vélez-Arango et al 2008), y con la segunda enzima se generan dos
fragmentos uno de 459 pb y 110 pb solamente en el biotipo de arroz y no en el biotipo de
maiz (Juérez et al. 2012). Estos biotipos a su vez han sido encontrados usando una
region en tandem del ADN nuclear llamado FR (“For Rice strain”) que genera productos
de amplificacién mayores a 500 pb en forma de barrido (smear) Unicamente en el biotipo



de arroz y de cero a tres bandas menores a 500 pb en el biotipo de maiz (Lu et al. 1994,
Nagoshi y Meagher 2003a, 2004, Vélez-Arango et al 2008). De igual forma, se han usado
otros marcadores moleculares como los AFLP’s en insectos de Estados Unidos siendo
este una herramienta Gtil para su identificaciéon (McMichael y Prowell 1999, Busato et al
2004, Clark et al. 2007), sin embargo, Lobo Hernandez y Saldamando Benjumea (2012),
realizaron estudios con este marcador molecular en poblaciones de S. frugiperda
provenientes de varios departamentos de Colombia (Cérdoba, Meta, Tolima y Valle del
Cauca) y encontraron una alta variabilidad genética en la especie respecto a este
marcador, pero esta variabilidad fue tan alta que no se encontraron bandas diagnéstico
para identificar a los biotipos de este insecto, por ello los autores concluyeron que los
AFLP son utiles para trabajos en genética de poblaciones de esta polilla, pero no para
identificar sus biotipos. Por esta razén, el uso de los marcadores moleculares COIl y FR
ha sido una herramienta indispensable para la identificacién de los biotipos de S.
frugiperda y también ha sido muy util para la presencia de hibridos en este insecto.
Nagoshi y Meagher (2003 a y b), Nagoshi et al. (2007a) y Vélez- Arango et al. (2008) han
encontrado que los hibridos (entre los biotipos de maiz y arroz de este insecto presentan
digestion con la enzima de restriccion Mspl y a su vez amplificaciones por encima de 500
pb de la regiébn FR (++), e hibridos sin digestibn con la enzima Mspl y fragmentos
menores de 500 pb del marcador molecular FR.

1.3.3.Aislamiento reproductivo en los biotipos de S. frugiperda

S. frugiperda presenta dos "biotipos" que son indistinguibles morfolégicamente a nivel de
larva y de adulto, pero son reconocidos como posibles nuevas especies segun Dres y
Mallet (2002) o razas de plantas hospederas de maiz y arroz segun Prowell (1988),
puesto que se encuentran con mayor frecuencia en estos cultivos.

Estos biotipos han sido denominados especies verdaderas debido a que en ellos se han
observado diferentes tipos de aislamiento reproductivo precig6tico y postcigotico. En
Estados Unidos y en Colombia se ha encontrado que el aislamiento precigético es de
varios tipos: 1) temporal: debido a que el biotipo de maiz tiende aparearse en los dos
primeros tercios de la noche, mientras que el biotipo de arroz en el ultimo tercio (Prowell
et al. 1992, Scholf et al. 2009). Sin embargo, en Colombia no se encontrd este tipo de
temporalidad, pues ambos biotipos se apareaban al mismo tiempo en la noche. Los
biotipos Colombianos, se diferencian en el ciclo de vida, pues el biotipo de maiz tiene un
ciclo de vida mas rapido que el biotipo de arroz, por lo cual cuando el primero es adulto,
el segundo es una larva, esto puede impedir el flujo genético libre entre estos dos
biotipos en la naturaleza (Velazquez-Vélez et al. 2011), 2) comportamental parcial: dado
gue rara vez las hembras del biotipo del maiz se aparean con los machos del biotipo del
arroz, aunque el cruce reciproco si produce progenie (Prowell y Martin 1987,
Saldamando et al. 2014), 3) quimico: ya que en poblaciones de Florida (US) se ha
encontrado que la composicion de feromonas difiere entre los biotipos, puesto que las
hembras del biotipo de maiz presentan una concentraciébn mayor del componente de
feromona Z11-16:Ac (m) que las hembras del biotipo de arroz, y menor concentracion de
los otros componentes (Z9-14:Ac (M), 14:Ac (a), Z11-14:Ac (b), 12:Ac (c), Z9-12:Ac, Z7-
12:Ac (Groot et al. 2008); ademas se ha observado preferencia de machos por las
feromonas de hembras de su mismo biotipo en el campo (Prowell et al. 1992); y 4)
ecoldgico: debido a que los biotipos se ubican principalmente en dos plantas hospederas:
maiz y arroz, significando que las hembras podrian diferenciarse en su comportamiento
de oviposicion (Prowell et al. 2004).



Respecto al aislamiento postcig6tico entre los biotipos de S. frugiperda, un trabajo
realizado por Groot et al. (2010) demostré una baja fertilidad de los individuos de las
generaciones F1, F2 y retrocruces. Resultados similares, pero mas amplios respecto a
este tipo, fueron encontrados en Colombia, por Velasquez-Vélez et al. (2011), en los
biotipos de S. frugiperda del Tolima, ya que ellos hallaron una inviabilidad en las hembras
reducida particularmente en la generacion F1, y una baja fertilidad en las lineas F1y F2.
Adicionalmente, ellos observaron que hubo una reduccion en el peso de las pupas de las
generaciones hibridas y una diferencia significativa en el tiempo de desarrollo, siendo el
biotipo de maiz el més rapido en su crecimiento comparado con el biotipo de arroz.

Otra investigacion en la que también se encontré aislamiento reproductivo en S.
frugiperda fue la realizada por Lépez-Edwards et al. (1999) en México, en la que cruces
de adultos entre poblaciones aisladas geograficamente de cultivos de maiz, no
produjeron progenie (cruces entre individuos de Aguascalientes (del centro de México),
Yucatan (del Golfo de México) y Nuevo Ledn (del Golfo de México) vs. individuos de
Colima y Sinaloa (ambas de la costa Pacifica).

1.3.4.Biotipos de S. frugiperda y su tolerancia a insecticidas y al
Bacillus thuringiensis

Bajo condiciones de laboratorios varias investigaciones han encontrado que los biotipos
de S. frugiperda, presentan una respuesta diferencial de tolerancia a insecticidas y al B.
thuringiensis. En Estados Unidos se encontrd que las larvas del biotipo del maiz son mas
tolerantes a insecticidas como el carbaril, diazinon, cipermetrina, metil paration y metomil,
respecto a las larvas del biotipo del arroz, ademas, este biotipo es mas tolerante a
cultivos transgénicos de algodon que contienen la endotoxina (CrylAc) del B.
thuringensis (Adamczyk et al. 1997). En Colombia, bajo condiciones de laboratorio,
también se demostrd que la susceptibilidad de los biotipos a insecticidas y a endotoxinas
difiere entre ellos, puesto que el biotipo de maiz es mas susceptible a los insecticidas
lambdacialotrina y metomil que el biotipo de arroz (Rios-Diez y Saldamando-Benjumea
2011). No obstante, lo contrario ocurre con las endotoxinas del B. thuringiensis, debido a
que el biotipo de arroz es mas susceptible a las endotoxinas CrylAc y CrylAb que el
biotipo de maiz (Rios-Diez et al. 2012). Estos Ultimos resultados corroboran un trabajo
realizado por Zenner de Polania et al. (2008) en el que se encontré que poblaciones del
insecto provenientes de maiz son mas tolerantes al CrylAc que las poblaciones de arroz.
Sin embargo, en este Ultimo, no se genotipificaron las larvas de S. frugiperda colectadas
en dichos cultivos, lo cual es indispensable, puesto que, Vélez-Arango et al. (2008)
demostrd que el biotipo de arroz también puede encontrarse en cultivos de maiz en bajas
proporciones.

Los resultados encontrados en Colombia y en Estados Unidos sobre la susceptibilidad a
insecticidas y al B. thuringiensis son diferentes entre estos dos paises, puesto que, en
condiciones del laboratorio, en Colombia el biotipo de arroz es mas tolerante a
insecticidas que el biotipo de maiz, mientras que en Estados Unidos ocurre lo contrario.
Ademas, a pesar de que en ambos paises el biotipo de maiz es méas tolerante a las
endotoxinas CrylAc y CrylAb que el biotipo de arroz en el laboratorio, las
concentraciones que toleran las poblaciones colombianas son superiores (Rios-Diez y
Saldamando-Benjumea 2011, Rios-Diez et al. 2012). Estos resultados se podrian



explicar por el origen de las poblaciones evaluadas: pais tropical vs templado, puesto
que, difieren tanto en el manejo de los cultivos, asi como también, en la estructura
poblacional encontrada entre ambos lugares como lo reportaron Salinas-Hernandez y
Saldamando-Benjumea (2011) en un trabajo basado en la secuenciacion del gen de la
citocromo oxidasa | con el que encontraron que no existe flujo genético entre las
poblaciones de este insecto entre estos dos paises, por ello las respuestas a insecticidas
y a controles bioldgicos difieren entre estas dos localidades, ya que no tienen contacto
genético. De la misma manera, dado que hay un flujo genético reducido entre los biotipos
de maiz y arroz del Tolima, el traspaso de genes que confieren resistencia a insecticidas
y al B thuringiensis es restringido entre estas dos poblaciones, ya que como lo reportaron
Saldamando y Vélez-Arango (2010) y Velasquez Vélez et al. (2011) la posibilidad de
hibridacion entre ellos es muy baja en la naturaleza. En el trabajo realizado por Vélez-
Arango et al. (2008) un bajo porcentaje de hibridos entre los biotipos fue encontrado en
departamento del Tolima. Estos hibridos presentan la combinacién de los genomas de
los biotipos de maiz y arroz, por lo que pudieron haber heredado los genes que confieren
resistencia a insecticidas y al B. thuringiensis. El bajo numero de hibridos entre estos dos
biotipos se podria explicar por la baja viabilidad y fertilidad hallada en las hembras F1
(Velasquez-Vélez et al. 2011), por lo que las densidades de sus poblaciones seria baja
en la naturaleza, y por lo tanto, el nimero de individuos que portaria los genes que
confieren resistencia a controles quimicos y biolégicos seria bajo.
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1.4. Metodologia

1.4.1.Recoleccioén del insecto

Se colectaron larvas en los cultivos de maiz (Zea mays L.), cafia de azlcar (Saccharum
officinarum), sorgo (Sorghum spp.), sorgo dulce (Sorghum bicolor (L.) Moench), arroz
(Oryza sativa), algodon (Gossypium hirsutum) y pasto mulato (Brachiaria Hibrida cv.
Mulato II) en los departamento de Coérdoba, Meta, Tolima y Valle del Cauca. Los insectos
colectados se transportaron en etanol al 70% en tubos eppendorf de 1.5 ml y se enviaron
al laboratorio de Biotecnologia Vegetal UNALMED-CIB en la Corporacion para
Investigaciones Biologicas (CIB) en donde fueron almacenados a -80°C.

1.4.2 Extraccion de ADN

La extraccién de ADN de S. frugiperda se realizé por el método CTAB (Vélez-Arango et
al. 2008), con algunas modificaciones. Se maceré la cabeza o el dorso abdominal de la
larva, luego se homogeniz6é con buffer CTAB (100 mM Tris-HCL pH 8.0, 1.4M NaCl,
0.02m EDTA, 2x CTAB) precalentado a 65°C, y se afadié 4 yL de B-mercaptoetanol por
30 minutos; cada 5 minutos se mezcla por inversion. Luego, se agrega 400 pyL de
Cloroformo- Alcohol Isoamilico (24:1) se llevo a centrifugar a 13000 rpm por 6 minutos a
4°C; el sobrenadante se transfiere a un nuevo tubo y se agreg6 un volumen equivalente
de Cloroformo; se homogenizé y se centrifugd a 13000 rpm por 6 minutos a 4°C; este
paso fue repetido. El sobrenadante se transfirié a un nuevo tubo y se agreg6 un volumen
equivalente de Isopropanol y la muestra se incub6 a -20°C por 2 horas. Posteriormente,
cada muestra se centrifugd a 13000 rpm por 6 minutos a 4°C. El pellet se lavé con 200
puL de etanol al 100% y se centrifugd 13000 rpm por 5 minutos a 4°C; este proceso se
repitid, pero con etanol al 70%. EI ADN se resuspendié en 50 uL de agua ultrapura
estéril. Finalmente, se agregd 1.5 yL de RNasa a cada tubo y se incuba por 1 hora a
37°C.

1.4.3 PCR RFLP de laregion COI del ADN mitocondrial

El gen de interés que hace parte del ADN mitocondrial se amplific6 mediante una PCR en
20 pL de mezcla de reaccién que contiene 2 pL de buffer de Taq polimerasa (10X)
(Thermo Scientific), con (NH4)2 SO4, 1.2 yL de MgCI2 (25 mM) (Thermo Scientific), 0.4
ML de dNTPs (10 uM) (Thermo Scientific), 0.8 uyL del cebador forward JM76 (5
GAGCTGAATTAGG(G/A)ACTCCAGG 3’) (10 uM), 0.8 uL del cebador reverse JM77 (5’
ATCACCTCC(A/IT)CCTGCAGGATC 3’) (10 uM) (Biodiagnostica Ltda), 0.4 pyL de Taq
ADN polimerasa (Thermo Scientific), 13.4 uL de agua ultrapura estéril y 1.0 uL de ADN
(~50 ng).

Para la PCR se realiz6 con un ciclo inicial de 94°C por 3 min, seguido de 30 ciclos a 94°C
por 1 min, 62°C por 1 min 'y 72°C por un min, y un ciclo de extensién final de 72°C por 10
min. Posteriormente, se realizaron dos digestiones, la primera con la enzima de
restriccion Mspl (Thermo Scientific) y, la segunda, con la enzima de restriccion Sacl
(Thermo Scientific) por separado. La segunda enzima fue utilizada en los casos en los
gue el marcador nuclear FR no amplific6 en la muestra o su banda era dificil de
interpretar. Para ambas enzimas se usaron las siguientes condiciones, se tom6 2.0 L de
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buffer Tango (10X), 0.5 yL de la enzima Mspl/ Sacl, 3 yL del producto de la PCR, se
completé con 9.5 pL de agua y se incubd por 2 horas. Posteriormente, las muestras
analizadas en un gel de agarosa al 2.0% y visualizadas con GelRed™ (Biotium) en un
transiluminador UV.

1.4.4 PCR de laregion FR del ADN nuclear

Para la amplificacién de la regién FR en S. frugiperda, se realizaron reacciones de 20uL
de PCR que contienen 2 pL de buffer de Taq polimerasa (10X) (Thermo Scientific), con
(NHy)2 SOy, 1.2 pL de MgCI2 (25 mM) (Thermo Scientific), 0.4 pL de dNTPs (10 uM)
(Thermo Scientific), 0.8 uL del cebador forward FR-a (5 TTTTACACCGGTCACAACGA
3’) (10 yM), 0.8 pL del cebador reverse FR-2 (5 GACATAGAAGAGCACGTTT 3’) (10 yM)
(Biodiagnéstica Ltda), 0.4 pL de Taq ADN polimerasa (Thermo Scientific), 13.4 pL de
agua tipo | estéril y 1.0 uL de ADN (100 ng).

En el termociclador, se utilizé un ciclo inicial de 94°C por 3 minutos, seguido por 40 ciclos
a 94°C por 1 minuto, 62°C por 1 minuto y 72°C por 1 minuto, seguido por un ciclo extra
de 72°C por 10 minutos. Las muestras fueron analizadas en un gel de agarosa al 2.2% y
visualizadas con GelRed™ (Biotium) en un transiluminador UV.

1.4.5 Analisis estadistico

Ademas, dado que los datos de los biotipos de S. frugiperda son categoricos, dos tablas
de contingencia (Sokal y Rohlf 1995) fueron ejecutadas en Past 1,34 (Hammer et al.
2001) para evaluar asociacion con la planta hospedera en los biotipos de S. frugiperda a
sus respectivas plantas hospedantes.

1.4.6 Analisis de diferenciacion molecular

Se realiz6 una matriz de datos binarios para cada marcador, que representa la presencia
(1) o ausencia (0) de una banda. Marcadores Mspl, Sacl y FR se consideraron como
marcadores dominantes, ya que los dos primeros (marcadores) son de herencia materna
y son parte de los genes que se encuentran en la mitocondria la cual es la subunidad
mitocondrial citocromo oxidasa | (COIl) (Levy et al. 2002), mientras que el tercer marcador
produce, ya sea un patrén de smear superior a 500 pb o 0-3 bandas tenues con peso
molecular inferior a 500 pb. Este ultimo marcador se cree que esta relacionado con los
cromosomas Y y X en S. frugiperda (Nagoshi y Meagher 2003a) y, por lo tanto,
considerado diploide. Dado que ambos marcadores son dominantes, el equilibrio Hardy
Weinberg no se asumio en este estudio (Excoffier et al. 1992), y un AMOVA (Andlisis de
varianza molecular) se utilizé con el fin de determinar si existe diferenciacion genética de
los biotipos de S. frugiperda en los diversos cultivos tenidos en cuenta en este trabajo y
en los departamentos en los que las muestras fueron colectadas.

Para realizar el analisis de estructura poblacional se realiz6 el analisis de la AMOVA por
separado para cada marcador molecular con el software GenAlEx 6 (Peakall y Smouse
2006) y siguiendo los métodos de Excoffier et al. (1992). EI mismo software fue empleado
para calcular las distancias genéticas de Nei para obtener posteriormente un
dendrograma UPGMA (Método de agrupamiento de pares con la media aritmética no
ponderada) en el software Mega 4.0 (Tamura et al. 2007). Las distancias genéticas de
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Nei fueron escogidas en este estudio, ya que no asumen equilibrio de Hardy Weinberg
(Hedrick 2004).

1.4.7 AMOVA (Analysis of Molecular Variance)

El AMOVA es un método estadistico relativamente reciente que tiene como base un
analisis de varianza (Tabla xx) y permite la particion de la variacion genética entre
poblaciones y regiones, ademas de la estimacion del estadistico F y/o sus anélogos, éste
andlisis permite el uso de datos de muchos tipos de marcadores y ofrece un prueba
estadistica con permutaciones al azar (Peakall y Smouse 2006). EI AMOVA, fue
inicialmente desarrollado para estimar la estructura genética de poblaciones usando un
andlisis de varianza en poblaciones con frecuencias moleculares haplotipicas de
organismos haploides, sin embargo, este mismo modelo también puede ser usado para
organismos diploides (Michalakis y Excoffier 1996). Los estadisticos F estiman las
diversidad genética entre, dentro y total de una poblacion muestreada, en este trabajo se
us6 el estadistico @sr analogo al Fst, debido a que puede ser usado para datos
haploides y binarios de organismos diploides, mientras que por el contrario, el Fst fue
desarrollado por Wright para el andlisis de datos codominantes (Peakall y Smouse 2012).

Tabla xx. Andlisis de Varianza Molecular (AMOVA), P es el numero de poblaciones
muestreadas, N; es el tamafio de cada muestra y N = > N, es el nimero total de
individuos. gl: grados de libertad, SSD: desviacion de la suma de cuadrados, MSD: media
de la desviacién de los cuadrados, E(MSD): media esperada de la desviacién de los
cuadrados.

Fuente de Variacion gl SSD MSD E(MSD)
Entre poblaciones P-1 SSD(AP) SSD(AP)/(P - 1) 0w + N 0%,
Entre genes dentro de ON - P SSD(WP) SSD(WP)/(2N — 2,
poblaciones P)

Total 2N-1 SSD(T)

En el caso del @s7, cada haplotipo i es tratado como un vector de un estado alélico a;, de
dimensién igual al nimero de loci considerados (m), entonces a; = [a1, ai2, &3 -..@im]- Pst
es obtenido como el cociente de la varianza estimada debido a diferencias entre las
poblaciones (0%,) sobre la varianza total estimada (o* = 0%, + 0°,) (Michalakis y Excoffier
1996, Peakall y Smouse 2006):
2
ngT - 5.%
El ®s1, en términos de las desviaciones de la suma de cuadrados (SSDs) se define de la
siguiente forma (Michalakis y Excoffier 1996):

Q»

7 (2N—P SSD(T)-(2N-1)SSD(WP)
OST = aN—P)SSD(T) (2N _1-_b)SSD(WP)

Donde b esigual a n’(P—-1), y n’es igual a:
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P (9N;)2
o=y (2N - Z (22N) )

La desviacion de la suma de cuadrados (SSD) es la funcion de los vectores haplotipicos:

=1 j=1

SSD(T) = QNZZCS

—1 i=1 j=1
SSD(W P) Z ZZ(S
pal 72N i

Donde N es el tamafio de la muestra que se esta analizando y djz es una distancia
Euclidiana ajustada entre los haplotipos i y j definidos como:

5% = (a; — aj)'W(ai - aj)

Siendo W una matriz de m x m que permite que se observen las interacciones entre loci.
Si los loci se asumen como independientes y se les da igual peso, W es la matriz de
identidad |, donde:

m

6% = > (ai — az)’

k=1

Bajo este supuesto de independencia entre locus, la desviacion de la suma de cuadrados
puede dividirse en componentes de locus simples (m):

» (2N- P)Z"’” SSD(T);,—(2N—1) 7 | SSD(W P),
PST = GN—P) i, SSD(T): - @N—1-) 57, SSD(WP);

Que es igual a:

m
§ , ~2
O—G/I,
=1
m
2
P

El AMOVA considera entonces a cada locus como independiente dado que W = |
(Michalakis y Excoffier 1996).

Para realizar el AMOVA cuando se tienen datos haploides de organismos diploides se
deben generar haplotipos simulados con los que se calculan las frecuencias para
construir una matriz de distancias euclidianas (Michalakis y Excoffier 1996), por esta
razén se uso la distancia genética binaria propuesta por Huff et al. (1993) y usada por el
programa GenAlEx 6.5 (Peakall y Smouse 2012), es una modificacién de la distancia
métrica de Nei en una distancia euclidiana que corrige los estimadores de diferenciacion
poblacional (Huff et al. 1993). El AMOVA prueba la significancia de la diferenciacion de
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subpoblaciones que no son consideradas parte de una poblacion total donde ocurre
apareamiento aleatorio, basandose en estimaciones a partir de 99 a 99999
permutaciones al azar. Si los loci que componen los haplotipos son estadisticamente
independientes, las permutaciones de los haplotipos simulados a lo largo de las
poblaciones generan procedimiento conservador en el sentido que los niveles de
significancia pueden ser sobrestimados porque la distribucién empirica nula puede ser
mas platicurtica que la verdadera distribucion nula (Michalakis y Excoffier 1996).

Adicionalmente, el AMOVA determina el nimero de migrantes (Nm) con la siguiente
férmula, siguiendo el enfoque de los estadisticos F de Wright:

1
Nm = Tt
4

Finalmente, la distancia genética de Nei (DNei) fue utilizada en este trabajo, para cada
uno de los marcadores, con el propésito de observar si los biotipos presentaban
agrupaciones relacionadas con los cultivos donde fueron colectadas las larvas (maiz,
algodén, sorgo, cafia de azlcar, pasto, sorgo dulce y arroz). La distancia de Nei asume
un modelo infinito de mutacion en isoalelos, en los cuales la tasa de mutacion neutral se
genera por la evolucion de alelos completamente nuevos en las poblaciones de estudio
(Nei 1973, 1975). Esta tasa de mutacion es constante y existe un equilibrio entre la
mutacion y la deriva genética de las poblaciones, donde el tamafio efectivo (Ne)
permanece constante. Esta distancia genética no asume equilibrio de Hardy-Weinberg
(Nei 1973, 1975), por esta razén fue usada para el andlisis de los datos de este estudio.
La distancia de Nei se define como (Nei 1979):

DNei = _In(I)
Donde | es la identidad genética que se define como:
J = —Jdxv

Vdx Jy
Donde:
JXY = Zpi:r;piy
JX - Zpix
Jy =2 pij

Pix Y Piy son las frecuencias del alelo i en las poblaciones x y y. Para multiples loci Jxy, Jx y
Jy son calculados sumando todos los loci y alelos y dividiendo por el numero de loci
(Peakall y Smouse 2006).
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2.Capitulo 2

2.1. Resultados

2.1.1.l1dentificacion de los biotipos de S. frugiperda

Figura 2- 1:.Amplificaciones de los productos de PCR-RFLP del gen COI (569 pb) y sus
respectivas digestiones con la enzima Mspl (497 pb y 72 pb). Muestras de maiz del Meta
gue presentan digestion (biotipo de maiz). M: Marcador de Peso Molecular de 100 pb,
CP-: Control Negativo de la PCR, CD-: Control Negativo de la digestién, C+: Control
Positivo.

~-~--~~~.~~.

[




16

Figura 2- 2. Amplificaciones de los productos de PCR-RFLP del gen COI (569 pb) y sus
respectivas digestiones con la enzima Sacl (419 pb y 150 pb). Muestras de arroz del
Valle del Cauca que presentan digestion (biotipo de arroz). M: Marcador de Peso
Molecular de 100 pb, CP-: Control Negativo de la PCR, CD-: Control Negativo de la
digestién C+: Control Positivo

— 1000 pb

— 500 pb

:
CCRUIm [«

Figura 2- 3. Amplificaciones de los productos de PCR de la region FR del ADN nuclear.
Muestras de pasto mulato de Coérdoba (biotipo de arroz) fragmentos por encima de 500

pb. M: Marcador de Peso Molecular de 100 pb, C-: Control Negativo, C+: Control
Positivo.

i i
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Con el fin de verificar la presencia de los biotipos de S. frugiperda y conocer su
distribucion en Colombia se realiz6 el muestreo en los departamentos de Tolima, Valle
del Cauca, Meta y Cordoba donde se cultivan maiz (Zea mays), arroz (Oryza sativa),
sorgo (Sorghum bicolor), sorgo dulce (Sorghum saccharum), cafia de azucar (Saccharum
officinarum), algodén (Gossypium hirstium) y pasto mulato (Brizantha Mulatto). En total
se genotipificaron 348 larvas del gusano cogollero, donde 258 individuos fueron
identificados como biotipo de maiz, y 66 individuos fueron genotipificados como biotipo
de arroz (Tabla 1). Para esto, se utilizd6 una PCR-RFLP cortando con la enzima de
restriccion Mspl (Figura 1) y otra PCR-RFLP cortando con la enzima Sacl (Figura 2), y
finalmente, una PCR de la region en tAindem FR (Figura 3). Los resultados arrojados en
la investigacién se muestran a continuacioén:

Tabla 2- 1. Namero de larvas de S. frugiperda genotipificadas provenientes de siete
plantas hospederas diferentes recolectadas en cuatro departamentos de Colombia.

Departamento Cultivo Individuos Categoria
26 Biotipo de Maiz
Tolima Maiz 36 5 Biotipo de Arroz
5 Hibridos
11 Biotipo de Maiz
Arroz 16 5 Hibridos
Sorgo Dulce 24 24 Biotipo de Maiz
. 19 Biotipo de Maiz
Maiz 20 1 Hibrido
Pasto Mulato 34 7 Biotipo de Maiz
Cérdoba 27 Biotipo de Arroz
17 Biotipo de Maiz
Algodon 27 9 Biotipo de Arroz
1 Hibrido
6 Biotipo de Maiz
Sorgo 12 3 Biotipo de Arroz
3 Hibrido
Sorgo 24 24 Biotipo de Maiz
50 Biotipo de Maiz
Maiz 52 1 Biotipo de Arroz
Meta 1 Hibrido
9 Biotipo de Maiz
Arroz 18 5 Biotipo de Arroz
4 Hibrido
Sorgo 24 24 Biotipo de Maiz
16 Biotipo Arroz
Arroz 17 1 Hibrido
Valle del Cauca Maiz 23 22 Biotip,o Qe Maiz
1 Hibrido
Cafia de Azucar 21 19 BIOtIp,O (_je Maiz
2 Hibrido
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Adicionalmente, se realizaron tablas de contingencia para determinar la distribucién de
los biotipos de S. frugiperda en los departamentos del Tolima, Cordoba, Meta y Valle del
Cauca, ademds, de establecer con qué frecuencia se encuentran los biotipos de este
insecto en cada uno de los cultivos (Tabla 2 y 3). Se encontré que el biotipo de maiz es
mas frecuente que el biotipo de arroz (Figura 4). También, se evidencié que el biotipo de
maiz presenta una alta asociacion con su planta hospedera, seguido de sorgo, sorgo
dulce, arroz, cafia de azucar, algoddén y pasto mulato (Figura 5a). Asi mismo se observo
gue el biotipo de arroz se encuentra asociado a su planta hospedera seguido de pasto
mulato, algoddén, maiz y sorgo (Figura 5b). La asociacién de los biotipos a su planta
hospedera puede estar dado por una posible preferencia de las hembras a ovipositar en
estos cultivos. Dichos resultados coinciden con lo registrado por Vélez-Arango et al.
(2008) cuando se analizaron las poblaciones de S. frugiperda provenientes del
departamento del Tolima. Asimismo, la presencia de los biotipos e hibridos con los dos
marcadores se puede observar en la figura 5c.
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Tabla 2- 2. Tabla de contingencia para los marcadores moleculares COI, FR y los dos marcadores en conjunto para determinar la
distribucion diferencial de los biotipos de S. frugiperda y sus hibridos en los cuatro departamentos. TM: Tolima-maiz, CA: Cérdoba-
arroz, CSD: Cordoba-sorgo dulce, CM: Cérdoba maiz, CPM: Cérdoba- pasto mulato, CAL: Cérdoba- algodén, CS: Coérdoba- sorgo,
MS: Meta-sorgo, MM: Meta- Maiz, MA: Meta arroz, VS: Valle del Cauca- sorgo, VA: Valle del Cauca- arroz, VM: Valle del Cauca-
maiz, VC: Valle del Cauca- cafia de azuUcar.

MarcadorCOl | TM | CA CSD CM CPM CAL CS|MS MM MA [VS VA VM VC p
Maiz 0 | 13 24 19 7 16 8 | 24 51 9 |24 0 21 19
Arroz 10 | 3 0 1 28 11 4 | 0 1 9 | 0 17 2 7 | P <0.0001
Marggizrl Fl- 'l tM | cA csD cM cPM CAL CS|MS MM MA |VsS VA VM VC P
Maiz 29 | 12 24 20 7 17 6 | 24 51 o [2a 0 2 21|, oo
Arfoz 5 | 4 0 0 27 10 6 | O 1 9 | 0 17 0 0
Marcadoresen | - | cA csp oM CPM CAL CS|MS MM MA |vs vA WM VC =
Conjunto
Maiz 26 | 11 24 19 7 17 6 | 24 50 9 |24 o0 22 19
Arroz 5 | 0 0 0 27 9 3 | 0 1 5 | 0 16 0 0
o 1,21*10°8
Hibrido (++) 0o | 2 0 0 0 0 3| 0 1 4 o o 0 0
Hibrido (-) 5 | 3 0 1 0 1 0| o 0 0 | 0 1 1 2

P<0,0001
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Tabla 2- 3. Tabla de contingencia para los marcadores moleculares COI, FR y los dos marcadores en conjunto para determinar la
distribucion diferencial de los biotipos e hibridos de S. frugiperda en los diferentes cultivos. P <0,0001. TM: Tolima-maiz, CA:
Cérdoba-arroz, CSD: Cordoba-sorgo dulce, CM: Cérdoba maiz, CPM: Coérdoba- pasto mulato, CAL: Cérdoba- algodon, CS:
Coérdoba- sorgo, MS: Meta-sorgo, MM: Meta- Maiz, MA: Meta arroz, VS: Valle del Cauca- sorgo, VA: Valle del Cauca- arroz, VM:
Valle del Cauca-maiz, VC: Valle del Cauca- cafa de azuUcar.

Marcador COI MAIZ ARROZ SORGODULCE PASTO  ALGODON SORGO CARNA p
Maiz 91 22 24 7 16 56 19 P <0,0001
Arroz 14 29 0 28 11 4 2

Maracgizrl Fl- MAiIZ ARROZ SORGODULCE PASTO  ALGODON SORGO  CANA P
Maiz 123 21 24 7 17 54 21 P <0,0001
Arfoz 6 30 0 27 10 6 0

Marci,ic}'ﬁﬁfi €N MAiZ ARROZ SORGODULCE PASTO ALGODON SORGO CANA P
Maiz 117 20 24 7 17 54 19 P <0,0001
Arroz 6 21 0 27 9 3 0

Hibrido (++) 1 6 0 0 0 3 0
Hibrido (--) 7 4 0 0 1 0 2

P<0,0001
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Figura 2- 4. Distribucion de los biotipos e hibridos de S. frugiperda en los departamentos
por cultivo. TM: Tolima-maiz, CA: Cordoba-arroz, CSD: Cordoba-sorgo dulce, CM:
Cérdoba maiz, CPM: Cérdoba- pasto mulato, CAL: Cdérdoba- algodén, CS: Cérdoba-
sorgo, MS: Meta-sorgo, MM: Meta- Maiz, MA: Meta arroz, VS: Valle del Cauca- sorgo,
VA: Valle del Cauca- arroz, VM: Valle del Cauca-maiz, VC: Valle del Cauca- cana de
azucar.
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Figura 2- 5. Individuos de S. frugiperda clasificados como biotipo de maiz y arroz. a)
Distribucion de biotipos por cultivo usando la region COI. b) Distribucion de biotipos por
cultivo usando la region FR. c) Distribucion de biotipos e hibridos por cultivo usando las
dos regiones
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Figura 2-5: (Continuacién)
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Finalmente, se realiz6 un andlisis de varianza molecular AMOVA y se determinaron los
valores Fst pareados para la region COI y region en tAindem FR (Tabla 4 y 5), utilizando
el programa GenALEx 6.5 (Peakall, and Smouse, 2012) siendo los valores de PhiPT
significativos. Se generaron dos dendrogramas basado en distancias pareadas de Fst y
el algoritmo UPGMA para ambas regiones (Figura 6 y 7). Las topologias de los dos
arboles son similares, ya que con ambos marcadores moleculares la presencia de los
biotipos se puede observar por sitios geograficos. De igual forma, se puede vislumbrar
gue en aquellos cultivos en donde solo hubo presencia del biotipo de arroz como lo son
Cordoba (pasto) y Valle del Cauca (arroz) presentan mayores distancias genéticas
UPGMA con respecto a las demas.



24

Tabla 2- 4. Andlisis de varianza molecular (AMOVA) para la region COI entre y dentro de
las poblaciones de S. frugiperda. gl: grados de libertad, SC: suma de cuadrados, CM:
cuadrado medio, Var: varianza estadistica P: probabilidad

Fuente gh SC CM Var. % PhiPT P
(hosirgdrgras) 13 30,37 234 0,08 38%
Dentro 0,376 O, 001

(departamentos 357 49,73 0,14 0,14 62%
y hospederas)

Total 370 80,1 2,48 0,22 100%

Tabla 2- 5. Analisis de varianza molecular (AMOVA) para la region FR entre y dentro de
las poblaciones de S. frugiperda. gl: grados de libertad, SC: suma de cuadrados, CM:
cuadrado medio, Var: varianza estadistica, P:probabilidad.

Fuente gh sC CM Vvar. % PhiPT P
(hosi';tégras) 13 3136 241 009 51%
Dentro 0,508 0,001

(departamentos 341 30,61 0,09 0,09 49%
y hospederas)

Total 354 61,97 2,5 0,18 100%




Figura 2- 6. Dendrograma basado en distancias de Nei y el algoritmo UPGMA para el marcador COI.
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Figura 2- 7. Dendrograma basado en distancias de Nei y el algoritmo UPGMA para el marcador FR.
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2.2 Discusion

En total se colectaron 348 larvas del gusano cogollero, donde 258 individuos fueron
genotipificados como biotipo de maiz, y 66 individuos fueron genotipificados como biotipo
de arroz (Tabla 1). Los patrones electroforéticos para cada marcador del biotipo de maiz y
arroz fueron similares a los definidos por Nagoshi y Meagher (2003 a) y Vélez-Arango et
al. (2008). Como comprob6 Saldamando y Vélez-Arango (2010), dos tipos de hibridos
fueron identificados a) 10 individuos presentaron digestion de 497 pb y 72 pb con la
enzima Mspl y amplificaciones en forma de barrido mayores de 500 pb con los cebadores
que corresponden a la regiéon FR (for rice) (hibridos denominados +/ +) y b) 14 individuos
gue no presentaron digestion de 497 pb y 72 pb con la enzima Mspl o productos
amplificados en forma de barrido mayores de 500 pb con los cebadores de la region FR
(hibridos llamados -/ -). Los hibridos también fueron reconocidos con la enzima de
restriccion Sacl cuando presentaron digestiones de 500 pb y 69 pb en el gen citocromo
oxidasa | (COIl). Estos individuos fueron analizados con estas enzimas, ya que los
fragmentos de repeticion en tandem de la region FR eran dificiles para amplificar en las
muestras. En todos los departamentos se encontré principalmente el biotipo de maiz
(45%), sorgo (20.9%), sorgo dulce (9.3%), cafia de azucar (7.3%), algoddn (6.5%), y
pasto (2.7%); y el biotipo de arroz en los cultivos de pasto (40%), sorgo dulce (31.8%),
algodon (13.6%), arroz (9%), maiz y sorgo (4.5%) (Tabla 1). Los hibridos +/ + fueron
encontrados en arroz (40%), sorgo (30%), maiz (20%) y algoddn (10%); e hibridos -/ - en
los cultivos de maiz (50%), arroz (28.5%), sorgo dulce (14.35%) y algoddn (7.15%). Un
similar patrén en la distribucion de plantas hospederas fue el encontrado por Vélez-
Arango et al. (2008) en el departamento del Tolima.

Es importante tener en cuenta que la asociacion a la planta huésped en el biotipo de maiz
y en el biotipo de arroz no es exclusiva, debido a que el biotipo de maiz también se puede
encontrar en el cultivo de arroz y el biotipo de arroz en el cultivo de maiz (Prowell et al.
2004, Cafias-Hoyos et al. 2014). En el 2008, Vélez-Arango et al., encontraron que el
biotipo de arroz también se puede encontrar en el maiz y el biotipo de maiz en el cultivo
de arroz. En este trabajo, se encontr6 que esta asociacion es mas exclusiva, ya que el
biotipo de maiz se encontré con mayor abundancia en el cultivo maiz y el biotipo de arroz
en el cultivo de arroz y en pastizales. Este resultado podria explicarse con la realizacién
de un analisis que tuviera un mayor nimero de muestras, puesto que, en este trabajo se
evaluaron 348 larvas y en el de Vélez-Arango et al. (2008) se analizaron 250, y a su vez,
el hecho de que este estudio se tuvieron en cuenta cuatro departamentos del pais,
mientras que en la investigacion de Vélez-Arango et al. (2008) solo se tuvo en cuenta el
departamento del Tolima. Es importante resaltar que cada departamento de Colombia
presenta diferentes condiciones de habitat y también una diferente oferta alimenticia para
estos dos biotipos, por ello, se ha hecho necesario hacer rotacion de cultivos con el fin de
evitar una sincronizacion entre el ciclo de vida del insecto y de su planta hospedera. En
Colombia la rotacion de cultivos de maiz, algodén, arroz y sorgo se llevan a cabo cada
semestre para evitar la sincronia entre el ciclo de vida de las plagas (en particular S.
frugiperda y Pectinophora gossypiela (Lepidoptera, Gellechidae) y sus hospederos. En el
primer semestre del afio, se producen los cultivos de maiz, sorgo y arroz en los
departamentos del Tolima y Valle del Cauca y algod6n en Cérdoba y Meta. En el segundo
semestre, se producen estos cultivos de manera inversa, es decir el algodon se siembra
en el Tolima y Valle del Cauca y los otros cultivos se producen en Cérdoba y Meta, a
excepcion del algodon (Vélez-Arango et al. 2008, Rios-Diez y Saldamando-Benjumea
2011). En el Valle del Cauca, el cultivo de cafia de azucar es producido en ambos
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semestres del afio, ya que es el principal cultivo producido en esta parte de Colombia y
por ello el biotipo de maiz se encontr6 asociado a esta planta hospedera principalmente,
dada la ausencia de los otros cultivos en esta zona del pais. Salinas- Hernandez y
Saldamando-Benjumea (2011) secuenciaron un fragmento del gen COI en 102 individuos
colectados en casi los mismos departamentos incluidos también los muestreados aqui,
encontrando 43 haplotipos donde el haplotipo mas comun representado fue el biotipo de
maiz. Por esta razdn estos autores argumentaron que el biotipo de maiz tiene mejor
capacidad de dispersiéon en comparaciéon con el de arroz en Colombia, puesto que, se
puede encontrar en muchos mas hospederos que el biotipo de arroz. Ellos concluyeron
que la secuenciacion de este gen puede ser una herramienta Util para monitorear el
movimiento de las poblaciones de S. frugiperda en Colombia como Nagoshi et al. (2007 a,
b, 2008 a, b) han llevado a cabo en los Estados Unidos y Brasil.

Por otro lado, en esta tesis, se decidié trabajar con una PCR-RFLP del gen COl y la
region de repeticion en tandem FR, puesto que estas dos técnhicas se han estandarizado
con anterioridad para la facil y rapida identificacion de los biotipos de S. frugiperda en el
laboratorio de Biotecnologia vegetal UNALMED-CIB por Vélez-Arango et al. (2008).
Otros marcadores moleculares han sido utilizados para diferenciar los dos biotipos en
este mismo laboratorio, pero no son tan precisos como los marcadores de PCR-RFLP del
gen COl y la regién de repeticion en tandem FR, ya que producen muchos polimorfismos
los cuales son dificiles de asignar a cada biotipo. Un ejemplo de este tipo de marcadores
son los AFLP (Polimorfismos de Longitud de Fragmentos Amplificados) (Lobo-Hernandez
y Saldamando-Benjumea 2012). Sin embargo, McMichael y Prowell (1999) estandarizaron
el marcador molecular AFLP los biotipos de maiz y arroz procedentes de los Estados
Unidos mantenidos en el laboratorio y llegaron a la conclusion de que estos marcadores
diferencian ambos biotipos en funcion de su patrén de bandas. Lobo-Hernandez y
Saldamando-Benjumea (2012) utilizaron los mismos cebadores estandarizados por
McMichael y Prowell (1999) en larvas de S. frugiperda colectados en Cérdoba, Meta y
Valle del Cauca y no encontraron un patron de bandas especifico para cada biotipo. En
su trabajo, Lobo-Hernandez y Saldamando-Benjumea (2012) concluyeron que AFLP son
buenos marcadores para realizar estudios de genética de poblaciones, pero
desafortunadamente no lograron diferenciar los dos biotipos.

Los resultados de la AMOVA encontrados en este trabajo, demostraron que las
poblaciones FAW se diferencian genéticamente entre todos los cultivos y todos los
departamentos analizados de Colombia con valores PhiPT significativos para ambos
marcadores: PhiPT = 0,376 (df = 13, 370, p <0,001) para la regién del COl y PhiPT = 0,50
(df = 13, 354, P <0,001) para el marcador de FR (Tabla 2). Resultados similares fueron
obtenidos por Saldamando y Vélez -Arango (2010) en el departamento de Tolima, lo cual
corrobora que la asociacion a plantas hospederas del biotipo de maiz y arroz es la
principal causa de la diferenciacion genética observada en S. frugiperda en este pais.
También se obtuvo un agrupamiento por el dendrograma UPGMA obtenidos de cada
marcador basado en las distancias genéticas de Nei para los siete cultivos estudiados,
con un primer grupo formado por larvas de S. frugiperda a partir de maiz, sorgo, sorgo
dulce, cafia de azucar y de algodon y un segundo grupo formado principalmente de los
cultivos arroz y pasto (Figura 2 a, b). Ambos dendrogramas muestran una topologia
diferente por cultivo y departamento, pero en general separan las poblaciones de S.
frugiperda que fueron muestreados en los cultivos de maiz, algodon, sorgo, sorgo dulce y
cafa de azUlcar vs las poblaciones muestreadas en arroz y pastos.
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Como se ha mencionado por Saldamando y Vélez-Arango (2010), los marcadores
moleculares utilizados aqui son més utiles para la identificacion de los biotipos que para
el analisis genético de la poblacion, ya que no proporcionan mucha informacion sobre la
variacién dentro de cada biotipo. Sin embargo, fueron suficientes para proporcionar la
informacién necesaria para la identificacion de los biotipos y la asociacién a la planta
hospedera. Otros marcadores como AFLP (Lobo-Hernandez y Saldamando-Benjumea
2012), y la secuencia del gen COI (Salinas-Hernandez y Saldamando -Benjumea 2011)
se han utilizado en poblaciones colombianas de S. frugiperda y fueron Utiles para los
estudios de la poblacion genética del insecto, pero no diferenciaron ambos biotipos.
Juarez et al. (2012) también utilizaron secuenciacion del gen COIl y encontraron
haplotipos de biotipos de maiz y arroz, pero no encontraron la asociacion a planta
hospedera que se observaron en este trabajo. Estos investigadores estudiaron 15
localidades de Argentina, Brasil y Paraguay y colectaron larvas y adultos de S. frugiperda
de varios cultivos (maiz, arroz, alfalfa y sorgo) y pastos, pero no pudieron analizar un
elevado numero de muestras por cultivo (la genotipificacion por cultivo fue de 9 a 15
individuos) y para realizar una prueba estadistica para determinar si existia una
asociacion a plantas hospederas presentes por biotipo de maiz y arroz. En este trabajo
de investigacién, se obtuvieron tablas de contingencia que sugieren una distribucion
diferencial de los dos biotipos de S. frugiperda en las siete plantas hospederas (Tabla 5).
El biotipo de maiz se present6 principalmente en cultivos de maiz, sorgo, sorgo dulce, la
cafa de azucar, de algodoén, y de arroz y el biotipo de arroz predominé en los cultivo de
arroz y pastos (Figura 3). Resultados similares fueron reportados por Prowell et al. (2004)
en paises como Estados Unidos, Honduras, Puerto Rico, Guyana Francesa, y algunas
islas del Caribe, Busato et al. (2004) en Brasil, Vélez-Arango et al. (2008) en Colombia y
Nagoshi et al. (2012) en Argentina. Prowell et al. (2004), Vélez-Arango et al. (2008) y
Nagoshi et al. (2012) utilizaron un amplio tamafio de la muestra para analizar la
asociacion a la planta hospedera en S. frugiperda en los biotipos de maiz y arroz a pesar
de que todos ellos utilizaron diferentes marcadores moleculares. Un aspecto importante a
tener en cuenta es el marcador molecular, el tamafio de la muestra y el estadio del
individuo de S. frugiperda para ser analizado, dado a que todos estos aspectos podrian
afectar el resultado obtenido para determinar la asociacién a planta hospedera. En los
estudios hechos en Colombia por Vélez-Arango et al. (2008), Saldamando y Vélez-
Arango (2010), Salinas-Hérnandez y Saldamando-Benjumea (2011) y Lobo Hernandez y
Saldamando —-Benjumea (2012), todas las muestras de S. frugiperda consistieron en
individuos en estado larval ya que los adultos presentan una mayor habilidad de
dispersiéon y existe una posibilidad considerable de que exista cambios de huésped
debido a que en el pais, los cultivos estudiados se sembraron cerca uno del otro, y por lo
tanto, todos ellos representan poblaciones simpatricas para el insecto.

Por otro lado, los estudios basados en el manejo integrado del cultivo de maiz en la
naturaleza son necesarios en un futuro préximo donde los investigadores podrian tratar
los insecticidas y los controles biolégicos, en campos infestados por S. frugiperda, por
ejemplo, la aplicacion de insecticidas en campos de maiz y endotoxinas de B.
thuringiensis en campos de arroz con el propoésito de controlar a este insecto. Otro posible
método de control podria ser la liberacion de hembras F1 estériles de Spodoptera
frugiperda en campo para el control de poblaciones de esta plaga en los diversos cultivos
hospederos. Velasquez- Vélez et al. (2011) encontraron que los hibridos obtenidos de la
F1 entre estos dos biotipos tienden a tener una reduccién de la fertilidad y el fitness en
comparacion con sus parentales y, por lo tanto, estas hembras pueden ser obtenidas en
el laboratorio con propdsitos de manejo integrado
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3.Capitulo 3

3.1. Conclusiones y Recomendaciones

3.1.1.Conclusiones

En conclusion, los hallazgos obtenidos en este estudio demostraron la presencia de los
biotipos maiz y arroz de S. frugiperda en los departamentos de Cérdoba, Meta, Tolima y
Valle del Cauca en los cultivos de maiz, sorgo, pasto mulato, algodén, sorgo dulce, arroz
y cafia de azucar, con el uso de dos marcadores moleculares, uno del gen mitocondrial
de la citocromo oxidasa | (COI) y la regién nuclear en tandem FR. El biotipo de maiz se
encontrd principalmente en el maiz, seguido por el sorgo, el algodén y la cafia de azucar
y el biotipo de arroz en el cultivo de arroz y pastos principalmente.

Los biotipos de S. frugiperda producen poblaciones genéticamente diferenciadas en
Colombia, puesto que, los valores de PhiPT fueron significativos para las comparaciones
entre cultivos, demostrando que los cultivos de maiz, algodén, cafia de azlcar, sorgo
dulce y sorgo presentan diferenciacién genética respecto al cultivo de arroz y pasto. Este
resultado sugiere que el flujo genético entre los primeros cultivos y los segundos son mas
reducidos que los primeros.

De igual forma, debido a que se encontraron hibridos entre estos dos biotipos, se puede
decir que S. frugiperda se encuentra desarrollando sus barreras de aislamiento
reproductivo, particularmente aislamiento precig6tico comportamental y quimico.

La asociacion a planta hospedera demostrado en este trabajo, sugieren que el manejo de
S. frugiperda debe variar en funcion al biotipo asociado a un hospedero en particular, ya
gue en otros estudios realizados en el 2011 y 2012 se evidenciaron las diferencias en la
tolerancia de ambos biotipos a los insecticidas y endotoxinas de Bacillus thuringiensis
(CrylAc y CrylAb), donde el biotipo de maiz es méas susceptible a la primera y el biotipo
de arroz a la segunda.
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3.1.2 Recomendaciones

Nuevos trabajos de investigacibn son necesarios en este insecto entre los que se
encuentran realizar estudios de susceptibilidad de los biotipos en la naturaleza en los que
se aplique insecticidas en cultivos de maiz y endotoxinas del B. thuringiensis en cultivos
de arroz para determinar si se bajan las densidades del insecto.

Otra investigacidbn que se recomienda realizar esta relacionada con el analisis de
componentes de feromonas de los biotipos del insecto, puesto que, se ha encontrado que
las hembras del biotipo de maiz no les gusta aparearse con los machos del biotipo de
arroz. Dado que estos se comunican con feromonas es probable que este factor influya
en su reconocimiento intra poblacional.

El otro trabajo a desarrollar consistiria en el uso de la morfometria geométrica alar en
poblaciones naturales de los biotipos de este insecto ya que esta herramienta se ha
aplicado en poblaciones del laboratorio por lo que permitié diferenciar a estos biotipos por
la “forma” del ala y no por su “tamafo”, lo cual seria una forma alternativa de
reconocimiento de estas poblaciones sin necesidad de recurrir a herramientas
moleculares.

Igualmente, otra posible investigacion seria el estudio de las alteraciones cromosémicas
de los biotipos como de los hibridos en diferentes plantas hospederas de diferentes
regiones.

Finalmente, seria interesante analizar la microbiota asociada a los biotipos de este
insecto dado que, podria ser una herramienta futura para el control de sus poblaciones en
el campo.
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