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RESUMEN. Se evalué la toxicidad de azadiractina y metoxifenocida, solos y en interaccién con el
Nucleopoliedrovirus de Spodoptera frugiperda (SFMNPV) con una vision futura para el control de este lepidoptero
conocido como “gusano cogollero”. Se realizaron bioensayos donde las larvas de tercer estadio se alimentaron con
dieta mezclada con un rango de siete dosis de azadiractina: entre 0.316 y 316 mg i.a./kg de dieta y cinco de
metoxifenocida: entre 0.0316 y 3.16 mg i.a./kg y. Para las combinaciones del virus con los compuestos se utilizaron
tres concentraciones: 5.4 x 102, 4.62 x 10%y 8.81 x 10° cuerpos de oclusion (c.0./ml), las cuales se inocularon mediante
la ingestion de una gota de una suspension c.o. La inoculacion se realiz6 antes de la exposicion a la dieta contaminada
con los insecticidas. S. frugiperda fue susceptible a todos los compuestos, aunque al considerar los valores de la CLsg
metoxifenocida provocod la mayor mortalidad (9.3-veces) comparado con azadiractina. La interaccion de la
concentracion mas alta del STMNPV con dos concentraciones de azadiractina provocé un incremento de la mortalidad
larvaria. Cuando el SFTMNPV se ensay6 con metoxifenocida se observé una disminucion en la mortalidad comparada
con el virus solo en las dos concentraciones mas bajas de este insecticida. Los ensayos de combinacion de AZAy MET
con el SIMNPV mostraron que ambos insecticidas podrian considerarse como agentes potenciadores del SFMNPV
Palabras clave: virus entomopatogenos, patogenicidad, virulencia, mortalidad.

Combination of a Baculovirus with biorational compounds for the control of the fall
armyworm.

ABSTRACT. The toxicity of azadirachtin and methoxyphenozide, alone and in interaction with the Spodoptera
frugiperda Nucleopolyhedrovirus (SFMNPV) was evaluated with a future vision for the control of this lepidopteran
called the fall armyworm. Ingestion bioassays were carried out where the third-stage larvae were fed with diet mixed
with a range of seven (0.316 to 316 mg a.i./kg of diet) and five concentrations (0.0316 to 3.16 mg a.i. / kg) of
azadirachtin and methoxyphenozide, respectively. For the combinations of the virus with the compounds, three
concentrations of the pathogen were used: 5.4 x 102, 4.62 x 104, and 8.81 x 105 occlusion bodies (0.c./ml), which
were inoculated through the drop ingestion method. Inoculation was carried out before exposure to the diet
contaminated with the insecticides. S. frugiperda was susceptible to all the compounds, although to a greater degree to
methoxyphenozide (9.3-fold) compared to azadirachtin. The combination of the highest concentration of SFMNPV
with two concentrations of azadirachtin caused an increase in larval mortality. The biocassay of SfMNPV -
methoxyphenozide decrease in mortality compared to virus alone in the two lowest concentrations of this insecticide.
Combination trials of AZA and MET with STMNPV could be considered as STMNPV enhancing agents.
Keywords: entomopathogenic viruses, pathogenicity, virulence, mortality.

INTRODUCCION

El gusano cogollero Spodoptera frugiperda (J. E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) es la plaga mas
importante del maiz en América Latina (Van Huis, 1981). Para el control de este insecto, los
agricultores habitualmente realizan varias aplicaciones de insecticidas sintéticos (Andrews, 1988;
Hruska y Gould, 1997). Sin embargo, esto ha ocasionado un impacto negativo en el ambiente y la
salud pablica (Williams et al., 1999). Entre los métodos alternativos de control de insectos que han
recibido mayor atencion se encuentran los insecticidas microbiales. La familia Baculoviridae es la
méas numerosa de todos los grupos de virus patogenos de insectos. Esta familia posee un estrecho
rango de huéspedes y una elevada patogenicidad (Hunter-Fujita, 1998).
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El Nucleopoliedrovirus multiple de Spodoptera frugiperda (STMNPV) es un baculovirus que
prevalece en las poblaciones naturales del insecto y puede ocasionar epizootias en altas densidades
(Garden y Fuxa, 1980). Dichas caracteristicas han motivado la realizacion de estudios enfocados al
uso del SFTMNPV como agente de control de plagas en Estados Unidos, Colombia, Brasil, Argentina
(De Oliveira, 1998) y México (Williams et al., 1999; Garcia-Bandera et al., 2020). En el presente
estudio se evalud la combinacion del SFTMNPV con dos compuestos de bajo impacto ambiental: los
reguladores del crecimiento azadiractina y metoxifenocida, con la finalidad de conocer si el patdgeno
puede interactuar sinérgicamente con esto insecticidas.

MATERIALES Y METODO
Cria del insecto. Las larvas de S. frugiperda se alimentaron con dieta semisintética elaborada a
partir de sémola de maiz, germen de trigo y levadura. Los adultos fueron confinados en cdmaras de
apareamiento y se alimentaron con una solucion de miel al 15%. La cria se mantuvo en una camara
de crecimiento a 26 + 2°C, 65% de HR y un fotoperiodo de 16:8 (luz: oscuridad).

Compuestos ensayados. EI SFTMNPV fue un aislado silvestre procedente de Nicaragua,
caracterizado por Escribano et al. (1999). Su multiplicacion se realiz6 en larvas del tercer estadio
mediante la técnica de gota (Hughes y Wood, 1981). Las larvas infectadas y muertas se maceraron
en una solucidn de sodio duodecil sulfato (SDS) al 0.1%. La purificacion de los cuerpos de oclusion
(c.0.) se realizo por centrifugacion y un gradiente de sacarosa a 40%. El virus se resuspendi6 en agua
destilada y la cuantificacion de los c.o. se realiz6 en una camara de conteo Neubauer a 400x en
contraste de fases. La suspension del virus se almacené a -20°C hasta su uso. Se ensayaron también
los siguientes compuestos: Intrepid®, Dow AgroSciences, México (24% metoxifenocida, suspension
concentrada) y Aling®, Sipcam Inagra, Valencia, Espafia (3.2% azadiractina, emulsion concentrada).
En adelante, dichos compuestos seran nombrados como MET y AZA, respectivamente.,

Bioensayos de susceptibilidad. La toxicidad de AZA y MET en larvas de S. frugiperda de tercer
estadio (0-8 h después de la ecdisis) se determind con bioensayos por ingestion. Para esto, se
prepararon una serie de siete o cinco concentraciones para MET y AZA, respectivamente, las cuales
expresaron en mg de ingrediente activo (i.a.)/kg de dieta: 0.316, 1.0, 3.16, 10, 31.6, 100 y 316 para
AZA 00.0316, 0.1, 0.316, 1.0, 3.16 para MET. Las larvas se colocaron individualmente en celdas de
cajas para cultivo de tejidos (24 celdas) provistas de un cubo de aproximadamente 8 g de dieta tratada
con los insecticidas. Para cada concentracion y compuesto, se realizaron cuatro repeticiones con 10
individuos. A las larvas del testigo (larvas no tratadas) se les ofrecio dieta sin los insecticidas. La
mortalidad larvaria se registré cada 24 h durante ocho dias, considerandose larvas muertas aquellas
que no respondieron a pequefios estimulos realizados con unas pinzas entomoldgicas blandas.

Bioensayos de interaccion de AZA y MET con el STMNPV. Para evaluar la actividad del
SfMNPV solo o en interaccion con AZA y MET, éste se inoculé mediante el método de la gota. Para
este ensayo las concentraciones del virus que se usaron fueron aquellas que teéricamente provocarian
una mortalidad de 10, 25 y 50% (5.4 x 102, 4.62 x 10* y 8.81 x 10° c.o0./ml, respectivamente), mismas
que se eligieron con base a estudios previos (Mondragon et al., 2007). Se utilizaron larvas de tercer
estadio recién mudadas. Con la finalidad de facilitar la ingestion del virus, las larvas fueron puestas
en ayuno durante 8 h antes de la inoculacion. Una vez que las larvas ingirieron la gota con el virus,
éstas se transfirieron individualmente a celdas de cajas de cultivos de tejidos y se les administré un
trozo de dieta mezclada con AZA o MET, segun correspondiera. La mortalidad se registré cada 24 h
durante ocho dias. Los datos de mortalidad de los ensayos con dieta tratada con AZA y MET se
sometieron a un analisis probit (Finney, 1972) en el programa POLO PC (LeOra Software, 1987).
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Los datos de las combinaciones se analizaron mediante un analisis de maxima similitud (prueba
G) en el programa SPSS 12.0. En dicho analisis se tomaron los valores correspondientes a la
correccion de Yates recomendada para un tamafio de muestra > 200 (Sokal y Rohlf, 1981).

RESULTADOS Y DISCUSION
Bioensayos de susceptibilidad. Spodoptera frugiperda fue susceptible a los dos compuestos
ensayados. El valor de la CLso de AZA fue significativamente (4.1 veces) mayor que el de MET
(Cuadro 1) estos valores se calcularon a las 192 y 96 h después de la exposicion de las larvas a los
tratamientos, respectivamente.

Cuadro 1. Mortalidad causada por AZA y MET en larvas de S. frugiperda en tercer estadio.

Insecticida Pendiente + EE? CLso® L. C. al 95%°¢ X 2d gl
(i.a./Kg dieta)
Azadiractina 1.2+0.12 12.23 7.57 -19.98 5.35 5
Metoxifenocida 19+£0.21 2.96 1.45-6.01 5.28 3

apendiente de la recta de regresion. "Concentracion letal media, °Limites de confianza, %Prueba de chi-cuadrada, ¢Grados
de libertad. Los bioensayos se realizaron mediante el método de ingestion de dieta tratada con los insecticidas.

Los anteriores resultados coinciden parcialmente con lo o
observado por Zamora et al. (2008), quienes determinaron * = CTEEIT L.
que MET fue 1.7 veces més toxico que AZA en larvas de
tercer estadio de S. frugiperda alimentadas con dieta
contaminada. La alta toxicidad presentada por MET puede
explicarse principalmente por el rapido modo de accion, ya
que este compuesto comienza a actuar 24 h después de su
ingestion (Smagghe et al., 1995). b
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Bioensayos de interacciéon de AZA y MET con el
STMNPV. Dos de las concentraciones del STMNPV (5.4 x
102y 4.62 x 10* c.0./ml) incrementaron significativamente
la mortalidad larvaria al combinarse con un rango .
de 10 a 316 mg i.a/kg de dieta de AZA comparado con el :
SfMNPV solo (P < 0.001, para todos los casos) (Figura
la). Dentro de estas concentraciones de virus,
Unicamente las combinaciones de 4.62 x 10* c.o./ml +
0.316 mg i.a/kg de dieta (G = 13.66, g.I=1, P < 0.001) y
4.62 x10* c.0./ml + 10 mg i.a’/kg de dieta de AZA (G =
13.57, g.I= 1, P < 0.001) incrementaron significativamente
la mortalidad larvaria con relacion a AZA sola (Figura 1b). e 1 am | w we wm | ow

Concentracion de azadractina (mg i alkg dieta)

Mortalidad (%0)

Mortalidad (%)

La combinacion de 8.81 x 10° c.o./ml del SIMNPV + AZA (o & oo e toreer estale oS,
provoco un incremento significativo de la mortalidad larvaria frugiperda. a) 5.4 x 10* c.o/ml, b) 462 x 10*
en cuatro de las siete concentraciones ensayadas (1, 31.6, 100 &%/M! ¥ 881x10°co/ml
y 316 mg i.a/kg de dieta) (P < 0.009, para todos los casos) comparado con el SFTMNPV solo. En
cambio, cuando las combinaciones se compararon con AZA sola, huboun incremento significativo
de la mortalidad larvaria en cinco concentraciones (0.316, 1, 3.16, 10y 31.6 mg i.a/kg de dieta) (P

< 0.01, para todos los casos) (Figura 1c).
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e somey Similar a lo sefialado por Cook et al. (1996), estos

. e hodtenocile resultados indican una accion sinérgica entre el STMNPV y

AZA. Por ejemplo, s6lo en la concentracion mayor del

SfMNPV se observo un claro efecto sinérgico cuando éste

se ensayé con AZA a una concentracion de 1y 31.6 mg
i.a./kg de dieta.

Mortalidad (%)

Un hecho que resultd interesante fue que en ambas
00temg  Oimg  03t6mg  1mg  316mg concentraciones se observaron sintomas evidentes de
b mortalidad larvaria por el STMNPV y AZA. Posiblemente,

el virus logré replicarse en las larvas que sufrieron un
retraso en el desarrollo por efecto de este ultimo
compuesto. Contrario a lo observado por Shapiro et al.
(1994), la combinacion del STMNPV con AZA no afecto la
virulencia del patégeno. Sin embargo, esto pudo ser debido
a las diferentes técnicas de ensayo utilizadas.
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La combinacién del STMNPV + MET provocé un
incremento significativo de la mortalidad larvaria en varias
concentraciones comparado con el SFTMNPV solo. Este
incremento se observoé a partir de 0.316 mg i.a’kg de dieta
para las dos concentraciones mas bajas del SFTMNPV y en
la combinacion de 1 mg i.a’kg de dieta de MET con la
ooeng  0img  0sema 1mg  aseme  CONCENtracion mayor del virus (P < 0.03, para todos los
Concentraciones de metofenocida (gl a /Kg dieta) casos) (Figuras 2a-c). Con respecto al MET solo, la

Figwa 2. Combinacion de stvnpv con  Mortalidad larvaria aumentd en la combinaciones 4.62 x

metoxifenocida en larvas de tercer estadio de S. 10% c.o./ml + 0.1 mg i.a/kg de dieta(G =6.8, gl =1, P

e oy Co/mu D462 x10%colmt < 0,001) (Figura 2b) y 8.81 x 10° c.0./ml + 0.0316, 0.1 0

0.316 mg i.a/kg de dieta (P < 0.002, para todos los casos)

(Figura 2c). Sin embargo, en todos los casos el porcentaje de mortalidad fue significativamente menor

comparado con el SFTMNPV solo. Estos ensayos indicaron que tuvo una mayor influencia de MET en

el nivel de mortalidad larvaria de S. frugiperda, ya que en la mayoria de los casos no se observaron
diferencias entre las combinaciones y el compuesto solo.

Mortalidad (%)

CONCLUSIONES

Los ensayos de combinacion de AZA y MET con el STMNPV mostraron que ambos insecticidas
podrian considerarse como agentes potenciadores del SIMNPYV; sin embargo, esto puede depender de
las concentraciones utilizadas. Para confirmar las cualidades de estos insecticidas como agentes
sinérgicos en los formulados de baculovirus, se necesitan llevar a cabo mas estudios que evaliien su
posible influencia en las caracteristicas intrinsecas del virus (e.g. caracteristicas estructurales,
produccién de OBs/larva y viabilidad de las particulas infectivas, entre otros).
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