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I dentificacion de biotipos de Spodoptera frugiperda
(Lepidoptera: Noctuidae) mediante marcadores mitocondriales y nucleares

I dentification of Spodoptera frugiperda biotypes (L epidoptera: Noctuidae) through using mitochondrial and nuclear markers
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Resumen: Spodoptera frugiperda es un insecto considerado plaga primaria del cultivo de maiz y secundaria en arroz,
algodon, sorgo y pastizales. Presenta dos biotipos (maiz y arroz) casi idénticos morfol 6gicamente, pero difieren en su
composicién genetica, resistencia hacia insecticidas y Bacillus thuringiensis, siendo el biotipo de maiz més resistente
respecto al biotipo de arroz. Este trabajo es la primeraidentificacion molecular en Colombiade estos biotipos a partir de
larvas recolectadas en cultivos de maiz, arroz y algodén en el departamento del Tolima, con el uso de una PCR-RFLP a
nivel del gen mitocondrial citocromo oxidasal paraidentificar a biotipo de maiz, y una PCR delaregién tandem FR del
ADN nuclear paraidentificar biotipo de arroz. Los resultados diferenciaron tres poblaciones de S. frugiperda: a) biotipo
de maiz, compuesto por individuos que generaron digestiones con la enzima Mspl del gen COI, b) bictipo de arroz
compuesto por individuos que generaron amplificaciones de peso moleculares mayores a 500 pb con €l marcador FR, y
finalmente c) un grupo de individuos clasificados como “hibridos’ entre estos dos marcadores, producto del cruce entre
hembras del biotipo de maiz y machos del biotipo de arroz y viceversa. Los individuos genotipificados como biotipo de
maiz se recolectaron en cultivos de maiz y algodén exclusivamente y los individuos genotipificados como biotipo de
arroz en cultivos de arroz principalmente y en bajas proporciones en cultivos de maiz y algodon.

Palabras clave: Region COI. PCR-RFLP’s. Enzimade restriccion Mspl. Region FR. Hibridos.

Abstract: Spodoptera frugiperdaisconsidered aprimary pest in corn cropsand asecondary pest in rice, cotton, sorghum
and pastures. It exhibits two biotypes (corn and rice) that are almost identical morphologically, but differ in their genetic
composition and resistance to insecticides and Bacillus thuringiensis, with the corn biotype more resistant than the rice
biotype. Thiswork isthefirst molecular identification in Colombia of these biotypesfor larvae collected from corn, rice
and cotton crops in the department of Tolima by using a PCR-RFLP of the mitochondrial gene cytochrome oxidase
subunit | (COI) for the identification of corn biotype, and a PCR amplifying a FR tandem region of the nuclear DNA to
identify the rice biotype. The results differentiated three populations of S frugiperda: @) corn biotype, composed of
individuals that generated digestion products with the enzyme Mspl of the COI gene, b) rice biotype, composed of
individuals that generated amplification products higher than 500 bp with the FR marker, and finally c) a group of
individuals classified as “hybrids’ between these markers, product of the cross between a corn biotype female and rice
biotype male and vice versa. Individuals genotyped as the corn biotype were collected exclusively from corn and cotton
crops and the individual s genotyped as the rice biotype were mainly collected from rice crops and in low proportions

from corn and cotton crops.

Key words: COI region. PCR-RFLP's. Mspl restriction enzyme. FR region. Hybrids.

Introduccién

El gusano cogollero, Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1797)
(Lepidoptera: Noctuidag), es un insecto tropical endémico del
hemisferio occidental que se extiende desde Argentina hasta
Norteamérica (L Opez-Edwardset al. 1999; Pashley et al. 2004;
Busato et al. 2004; Clark et al. 2007; Martinelli et al. 2007).
Esteinsecto, es considerado como unadelas plagas primarias
de cultivos de maiz y secundaria en algodon, arroz y algunas
hortalizas en Estados Unidos y Brasil (Pashley 1998; Busato
et al. 2004). En 1914 aparecio en Colombia asociada a culti-
vos de maiz en €l departamento deAntioquia, posteriormente
se dispersd a Caldasy Valle del Cauca, hasta establecerse en
todas las &reas maiceras del pais. Lalarvade esta palilla pue-

de atacar alrededor de 38 cultivosy malezas al alimentarse de
sustejidosfoliaresy cogollos (Bustillo y Posada 1983) y por
esta razdn es considerada una plaga primariaen €l cultivo de
maiz en la gran mayoria de las zonas productoras del pais, a
generar pérdidas econdmicas de hastaun 35% (Torresy Cotes
2005) y como una plaga secundaria en los cultivos de algo-
don, cafiade azlcar, arroz, sorgoy pastos (Garciaet al. 2002).

En el departamento de Tolima (Colombia) esta especie ha
sido €l insecto que més ha interferido en los programas de
manejo integrado de plagas, particularmente en los cultivos
de algoddn, por ello es donde més se han concentrado lostra-
bajos de control biol6gico de este insecto (Alvarez y Sanchez
1983). Recientemente, en €l Tolimase analizé la susceptibili-
dad deHdliothisvirescens (F., 1777), Helicoverpa zea (Boddie,
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1850), Pectinophora gossypiella (Saunders, 1843) y S.
frugiperda al realizar estudios del efecto de la endotoxina
CrylAc de cultivos transgénicos de algodén sobre estos
lepidopteros (Zenner-De Polaniaet al. 2007). En esainvedti-
gacion, se observé que la susceptibilidad de los tres prime-
ros insectos es alta, mientras que la susceptibilidad de S.
frugiperda era muy baja o casi nula (Zenner-De Polania et
al. 2007) corroborando los resultados encontrados por
Adamczyk et al. (1997), puesto que también demostraron
guelaendotoxina CrylAc no afectabalasupervivenciade S.
frugiperda. Sin embargo, Adamczyk et al. (1997) identifica-
ron los biotipos de S frugiperda antes de llevar a cabo el
analisis de susceptibilidad lo cual no serealizé en este Gltimo
estudio en €l Tolima.

En S frugiperda se han identificado dos «biotipos» que
son indistinguibles morfol 6gicamente, pero son reconocidos
como posibles nuevas especies (Dresy Mallet 2002) o razas
de plantas hospederas de maiz y arroz (Pashley 1998), puesto
Se que encuentran con mayor frecuencia en ellos. Sin embar-
go, € bictipo de maiz, también se ha encontrado asociado a
cultivosde sorgo y algoddn, mientras que el biotipo dearroz a
cultivos de arroz y pastizales (Pashley 1986; Pashley 1998;
Nagoshi y Meagher 2003a, 2004; Pashley et al. 2004). Estos
biotipos han sido identificados en varios paises, entre ellos:
Estados Unidos (Pashley 1986; Nagoshi y Meagher 20033, b),
2004; Meagher y Gallo-Meagher 2003; Pashley et al. 2004;
Nagohsi et al. 20073, b), Puerto Rico, Guadalupe, Republica
Dominicana, Jamaica, Costa Rica, México, Guyana Francesa,
Ecuador (Pashley et al. 2004), Brasil (Nagoshi et al. 2007 b) y
Argentina (Clark et al. 2007).

Estos bi otipos han sido denominados especies verdaderas
(Dresy Mallet 2002) debido a que en ellos se han observado
formas de ai lamiento reproductivo precigdtico y postcigatico.
El aislamiento precig6tico es de trestipos: 1) temporal: debi-
do aque €l biotipo de maiz tiende aparearse en los dos prime-
ros tercios de la noche, mientras que el biotipo de arroz en €
ultimo tercio (Pashley et al. 1992), 2) comportamental parcial
dado queraravez lashembras del biotipo del maiz se aparean
con losmachos del biotipo del arroz, aunque el cruce recipro-
co s produce progenie (Pashley y Martin 1987; Pashley 1998)
y 3) ecolégico debido a que los biotipos se ubican principal -
mente en dos plantas hospederas: maiz y arroz, significando
que las hembras podrian diferenciarse en su comportamiento
de oviposicion (Pashley et al. 2004). El aislamiento postci-
gético entre los biotipos es parcial, dadalabajaviabilidad de
los hibridos de la F2 obtenidos a partir de cruces entre hem-
brasdd biotipo del maizy machosdel biotipo del arroz, mien-
tras que los individuos pertenecientes al cruce reciproco pro-
ducen hibridos fértiles y viables (Pashley y Martin 1987;
Nagoshi y Meagher 20033, b). Otra investigacion en la que
también se encontro aislamiento reproductivo en S frugiperda
fue realizada por LOpez-Edwards et al. (1999) en México, en
laque cruces de adultos entre pobl aciones aisladas de cultivos
de maiz, no produjeron progenie, cruces entre individuos del
centroy el golfo de México con individuos de su costa Pacifi-
ca. En este ultimo estudio no se genotipificaron las poblacio-
nes de S. frugiperda, pero si se logro concluir que €l aisla-
miento geografico jugabaun papel importanteen €l aisamiento
reproductivo del insecto. Finalmente, en otro trabajo en el que
seevidenciaaislamiento reproductivo en Floriday L oussiana,
Pashley et al. (1992) utilizaron hembras virgenes de cada
biotipo paraproducir trampas de feromonas, y observaron que
los machos de cada biotipo de S. frugiperda preferian aque-

llas trampas en las que se ubicaron hembras de su mismo
bi otipo, comprobandose un aislamiento comportamental enla
especie.

Por otro lado, en estudios realizados en Estados Unidos,
se haencontrado que en condiciones de laboratorio laslarvas
del biotipo del maiz muestran unamayor resistenciaacompo-
nentesdeinsecticidascomo e carbaril, diazinon, cipermetrinas,
metil paration y metiomil, ademas de cultivos de algodon
transgénico a que sele haintroducido laendotoxina CrylAC
del Bacillusthuringensis, mientras que en condiciones de cam-
po laslarvas del biotipo del arroz consumen mas material ve-
getd quelaslarvasde biotipo del maiz (Adamczyk et al. 1997).
Debido a que los bictipos de S. frugiperda son casi idénticos
morfoldgicamente han sido necesarias las herramientas
moleculares'y bioquimicas para su diferenciacion.

L os biotipos exhiben polimorfismos genéticos a nivel de
cinco esterasas, siendo lasenzimas B, Cy D exclusivas en €l
biotipo demaizy lasenzimasE y F en €l biotipo de arroz; los
hibridos entre éstos presentan combinaciones de las esterasas
de ambos biotipos, generdndose individuos con esterasas B y
F, Cy E, entreotras (Pashley 1986; Pashley et al. 2004). A nivel
del ADN mitocondrial enel gen delacitocromo oxidasal (COl),
laenzimaderestriccién Mspl generados fragmentos (497 pby
72 pb) tnicamente en €l biotipo del maiz y ninguna digestion
en e biotipo de arroz (Levy et al. 2002; Meagher y Gallo-
Meagher 2003). Estos biotipos también han sido identificados
conAFLP's (McMichael y Pashley 1999; Pashley et al. 2004;
Clark et al. 2007; Martinelli et al. 2007) y con unaregion en
tandem del ADN nuclear denominadaFR (for rice) que produ-
ce amplificaciones de alto peso molecular (mayores a500 pb)
end biotipodearroz (Lu et al. 1994; Nagoshi y Meagher 20033,
2004). El uso de los marcadores COIl y FR ha sido de suma
importanciaen S frugiperda yaque no solamente han permiti-
do identificar los biotipos de esta especie, sino que también
han servido para € reconocimiento de hibridos entre éstos.
Autores como Nagoshi y Meagher (2003a, b) y Nagoshi et al.
(2007a) han encontrado hibridos que presentan digestion con
laenzimaderestriccion Mspl y amplificacion por encimadelas
500 pb delaregién FR, e hibridos sin digestion con laenzima
Mspl y fragmentos menores alas 500 pb en laregion FR. Los
hibridos entre los dos biotipos de S. frugiperda han mostrado
tener una menor especificidad hacia las plantas hospederas
respecto alos de los biotipos de esta especie, |o cual demues-
tralarelevanciaquetienelaidentificacion molecular losbictipos
y sus hibridos, paramejorar del manejo de esteinsecto (Nagoshi
etal. 2007a).

En Colombia, los estudios con S. frugiperda han sido més
enfocados en su control quimico y biolégico (Garcia et al.
2002; Torresy Cotes2005) y por ello laexistenciade sushiotipos
no hasido ampliamente estudiada. Sin embargo, en untrabajo
realizado por Pinzon (1992) se menciond laposible existencia
de estos biotipos en un trabajo que se baso en € desarrollo del
biocontrolador Meteor uslaphygmae Viereck, 1913 (Hymenop-
tera: Braconidae) sobre S frugiperda en cultivos de maiz de
poblacionesde El Espind y Valle de San Juan (Tolima). Pinzén
(1992) encontré quelascrias provenientes de S. frugiperda de
El Espinal, tuvieron un mayor parasitismo de M. laphygmae
comparado conlascriasdel Vallede San Juan, por estarazonla
autora sugiere la existenciade biotipos de S frugiperda en el
Tolima. A pesar de que éste hasido uno delos primeros traba-
jos en proponer la presencia de biotipos de este insecto en
Colombia, hasta el momento no se han realizado otros estu-
dios relacionados con laidentificacion de biotipos lo cual es
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fundamental para su manejo integrado (Nagoshi y Meagher
2004); tal identificaci6n es necesaria pues ambos bioti pos po-
drian reflgjar comportamientos diferencialesderesistenciaha-
ciainsecticidas y controladores biolégicos, generando la ne-
cesidad de utilizar nuevas estrategias para su control. Ade-
maés, su presencia, también esrel evante desde una perspectiva
ecol6gicay evolutivadebido aquesi S. frugiperda se encuen-
tra en un periodo de divergencia genética generada por una
evolucién asociada a sus plantas hospederas, este insecto
podriaser utilizado como model o paraestudi os de especiacion
ecol6gica (Dresy Mallet 2002; Pashley et al. 2004). Por estas
razones €l presente trabajo tuvo dos propositos: a) identificar
biotipos de S frugiperda y sus respectivos hibridos con €
uso de dos técnicas moleculares y b) reconocer las plantas
huéspedes en las que se encontraron con mayor frecuencia
cada uno de los biotipos y sus respectivos hibridos.

Materialesy M étodos

Recolecciones de campo. Los muestreos de S. frugiperda se
realizaron en fincas con cultivos de rotacion de algodon, maiz
y arroz en el departamento del Tolima, Colombia. Estos
muestreos se produjeron en tres microrregiones del departa-
mento: norte, centro, y sur, que difieren en sus condiciones
ecol égicas. En €l norte predominan los cultivos de café, maiz,
algododn y sorgo, en el centro los cultivos de maiz, sorgo y
algodon, y en e sur, cultivos de algodon, arroz y maiz, siendo
estalltimalazonamas secadel departamento a limitar con el
desierto de la Tatacoa. Estas recolecciones se llevaron a cabo
durante el segundo semestre de 2006 y primer semestre de
2007 dada la rotacion de los cultivos (en e primer semestre
del afio se producen maiz y arroz, mientras que en el segundo
semestre se cultiva algodon principalmente). En cada mi-
crorregion se muestred en cultivosde maiz y algodon, excepto
en el norte donde se recolecto adicionalmente en arroz (Ta-
blal).

Unavez setomaron las muestras, |aslarvas se ubicaron en
tubos de pléstico de 2,5 ml (rotulados por fincay micro-re-
gion) con etanol a 70% y posteriormente se enviaron laUni-
dad de Biotecnol ogiaVegetal UNALMED-CIB (Corporacion
paralnvestigaciones Biol 6gicas) de Medellin, donde se alma-
cenaron en seco en unaneveraa-70°C, parasu posterior geno-
tipificacion.

Caracterizacion molecular deS. frugiperdamediante PCR-
RFLPy PCR. Segenatipificaron 157 individuos mediante una
PCR-RFLPdelaregién COI del ADN mitocondrial y unaPCR
delaregion nuclear FR, utilizando |os cebadoresindi cados por

Tabla 1. Microrregionesy cultivosen losque serealizaron colectasde S.
frugiperda en el Tolima.

Larvas
Microrregion Cultivo Genotipificadas
Norte Maiz 31
Algodon 16
Arroz 32
Centro Maiz 4
Algodon 21
Sur Maiz 45
Algodon 8

Nagoshi y Meagher (2003a). Laextraccion deADN serealizd
siguiendo € protocol o de Sambrook y Russell (2001) con algu-
nas modificaciones. Paraesto, se empled |aparte posterior del
cuerpo de larvas de segundo a quinto instar, cada larva se
macerd en nitrogeno liquido y se depositd en un tubo
eppendorf de1.5ul a cua seleadicionaron 400 ml debuffer de
extraccion CTAB (2X) y 4 pl de B-mercaptoetanol, cada tubo
fuemezclado por medio de un vortex y seincubd por 30 minu-
tos a 65°C. Posteriormente, a cada muestra se le adicionaron
400 ml decloroformo-alcohol isoamilico en unaproporcion 24:1
y se centrifugd por 6 minutos a 13.000 rpm a4°C. A continua-
cién se tomo el sobrenadante en un nuevo tubo y se repitio €
procedimiento con un volumen equival ente de cloroformo. El
nuevo sobrenadante se transfirid a un tubo, se adiciond un
volumen equivalente deisopropanol y sea maceno a-20°C por
2 horas. Después de estetiempo, lasmuestras se centrifugaron
por 6 minutos, el sobrenadante se elimindy el sedimento res-
tante selavé con 200 ! deetanol a 70%y se centrifugd por 5
minutos; este Ultimo procedimiento se repitio, el sedimento
restante se secd a vacioy seresuspendio en 50 pl en buffer TE
(IX) (TRISHCL 100mM y EDTA 10mM, pH 8.0). Finalmente,
seadiciond 111l deRNasay seincubé a37°C por 1 h. Seobtuvo
una concentracion aproximadade ADN de 50 ng.

El ADN genémico fue amplificado mediante PCR en 25
de mezcla de reaccion que contenia 2,5 pl de buffer de Taq
polimerasa (10X) (Fermentas, CaliforniaU.S.A), con (NH,),
SO,, 1,5l deMgCl, 25 mM (Fermentas), 0,5l dedNTPs (10
M) (Invitrogen, Californial.S.A), 1,0 ml de cebador forward
IM76(5 GAGCTGAATTAGG(G/A)ACTCCAGG3'),1,0ul de
cebador reverse M 77 (5 ATCACCTCC (A/T)CCTGCAGGATC
3'),0,5ul (5u/pl)de TagADN polimerasa (Fermentas), 17 pl de
H,0y 1,0l deADN (50 ng).

ParalaPCR seredlizé uncicloinicial de 94°C por 3 minu-
tos, seguido de 30 ciclos a 94°C por 1 minuto, 62°C por 1
minuto y 72°C por 1 minuto, y un ciclo de extension final de
72°C por 10 minutos. Posteriormente serealizd unadigestion
con laenzimaderestriccién Mspl, paraesto seadiciond enun
nuevo tubo 300 ng demezclade PCR, 2 il de Buffer 10X (Fer-
mentas, California U.S.A) y 10 unidades de la enzima Mspl,
esto se completo a30 pl con H,0, y seincubd a 37°C por 2 h.
Las muestras se analizaron en un gel de agarosa a 2% con
bromuro deetidio 0,1%y sevisualizaron en un transluminador
UVv.

Paralaamplificacion delaregion FR en S. frugiperda, se
realizaron reacciones de PCR que contenian 2,5l debuffer de
Teq polimerasa(10X) (Fermentas, Cdifornial.S.A) con(NH,),
SO,, 1,51 deMgCl, 25uM (Fermentas), 0,51 dedNTPs(10iM)
(Invitrogen), 1,01 de cebador FR-g, 1,0 il de cebador FR-2, 0,5
pl (5u/ul) de Tag ADN polimerasa(Fermentas), 17l deH 0y
1,0l deADN (50 ng). Seredlizouncicloinicial de94°C por 3
minutos, seguido por 40 ciclosa94°C por 1 minuto, 62°C por
I minutoy 72°C por 1 minuto, seguido por un ciclo extrade
72°C por 10 minutos. Las muestrasfueron analizadas en un gel
deagarosaa 2 % con bromuro deetidio 0,1%Yy sevisualizaron
en un transluminador UV.

Andlisis Estadistico. Debido a que los datos de |os biotipos
deS. frugiperday sus respectivos hibridos son categoricos, se
realizaron tablas de contingencia (Sokal y Rohlf 1995) para
determinar si existe una distribucion independiente de los in-
dividuos genotipificados (biotipo de maiz, arroz e hibridos)
respecto alos cultivos de maiz, arroz y algodon recol ectados
en las tres micro-regiones (centro, norte y sur) del departa-
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mento del Tolima. Estastablas se dividieron en trestipos, una
primeraparael marcador COI, unasegundatablacon el marca-
dor FR y unatercera con la combinacion de los dos marcado-
res. Losandlisisde datos se gjecutaron en € programa Genstat
5.0(2003).

Resultadosy Discusion

LaPCR RFLP del gen mitocondrial COI produjo unaamplifi-
cacion de un fragmento de 569 pb y unadigestion de 497 pby
72 pb con la enzimade restriccion Mspl identificando indivi-
duos pertenecientes al biotipo de maiz exclusivamente en €l
Tolima. Sin embargo, lavisualizacion del fragmento de 72 pb
en geles de agarosa no siempre es posible debido a su peque-
fio tamarfio (Fig. 1). Estos resultados, concuerdan con lostra-
bajos realizados por Levy et al. (2002), Nagoshi y Meagher
(2003a) a producir las mismas bandas electroforéticas, al
presentar geles en |os que se observa solamente el fragmento
de 497 pb y otros donde se observan los dos fragmentos. Por
otro lado, los cebadores FRa-FR2 de laregion en tandem FR
del ADN nuclear produjeron una escalera de bandas elec-
troforéticas por encimadelos 500 pb en muestraslarvales que
fueron identificadas como biotipo de arroz (Fig. 2). Este mar-
cador también ha permitido identificar € biotipo de arroz por
otros autores como Lu et al. (1994), Nagoshi y Meagher
(2003a) y Nagoshi €t al. (2007), dado que ell os también obtu-
vieron bandas €electroforéticas de alto peso molecular (entre
1000 y 500 pares de bases) para el biotipo de arroz.

Estos marcadores, también comprobaron la presencia de
hibridos entre estos biotipos en el Tolima, definiendo dos ti-
posde hibridizacion de S. frugiperda: 1) individuos que gene-
raron productos de digestion con la enziima Mspl y a su vez
amplificaciones mayores a 500 bp con los cebadores de lare-
gion FRy 2) individuos que no presentaron digestion con la
enzimaMspl y productos de amplificacion menores a 500 pb
con los cebadores de la region FR. Estos dos tipos de hibri-
dizacion también fueron evidenciados en los trabajos realiza-
dospor Nagoshi y Meagher (2003a, b) quienesrealizaron cru-
ces entre estos dos biotipos (hembras de maiz y machos de
arroz y viceversa), obteniendo una progenie F1y F2 que fue
genotipificada con estos dos marcadores, por esto, los geles
presentados por Nagoshi y Meagher (20033, b) fueron labase
de comparacién delosresultados de los geles el ectrof oréticos
obtenidos en el presente estudio.

Figura 1. Amplificacién de los productos de PCR-RFLP del gen
mitocondrial COIl (569 pb) y sus respectivas digestiones con la enzima
de restriccion Mspl (497 pb). M: Marcador de Peso Molecular, linea: 1,
2,5y 6 = biotipo de maiz (presentan digestion), 3, 4, 7y 8 = biotipo de
arroz (no presentan digestion).

Esimportante mencionar que unadiferenciaentreel traba-
jodeNagoshi y Meagher (2003 b) y el presente, sebasaen que
en el primero se utilizaron dos cebadoresforward (FRcy FRa)
para la identificacion de los dos biotipos, mientras que en €l
protocol o utilizado en este estudio solamente seimplementaron
los cebadores FRa-FR2. Estos dos Ultimos cebadores amplifi-
canlamismaregion del ADN nuclear quelos cebadores FRc-
FR2 con 56 pares de bases mas (Nagoshi y Meagher (2003b),
lo que implica que &l uso de cualquiera de los dos cebadores
forward FR puede ser utilizado paralaidentificacion de biotipos
de esta especie.

Se genotipificaron dos biotipos de S frugiperda y sus
hibridos de un total de 157 larvas. De éstas, 71 individuos
fueron clasificados como biotipo de maiz, a presentar diges-
tion con la enzima de restriccion Mspl y al amplificar frag-
mentos menores alas 500 pb con los cebadores FR. Por otra
parte, 41 individuosfueron identificados como biotipo dearroz
yaque no presentaron corte con laenzima Mspl y mostraron
una escalera de fragmentos de la region FR de alto peso
molecular (mayores a 500 pb). Ademas, se observaron dos
clasesde hibridos: 23 individuos quetuvieron digestién conla
enzima de restriccion Mspl delaregion COl 'y amplificacion
delaregion FR por encimade las 500 bp y 22 individuos que
no presentaron digestion con laenzimaderestriccién Mspl de
laregion COl y amplificacion de fragmentos menores a las
500 bp en la region FR. Los hibridos identificados en este
trabajo también fueron reconocidos por Nagoshi et al. (2007
a), donde reportan que los hibridos positivos paraambos mar-
cadores pueden ser tanto machos como hembras, mientras que
los hibridos negativos para los dos marcadores solo son ma-
chos.

Por otro lado, lastrestablas de contingenciamuestran que
existe una distribucion diferencia de los bictipos de maiz y
arroz respecto ala planta hospedera debido a que en cada una
de €ellas se rechazd la hipdtesis nula teniendo en cuenta cada
marcador molecular por separado y en conjunto (Tabla2). Se
puede observar que €l biotipo de maiz se encuentraexclusiva-
mente en |os cultivos de maiz y algodén a analizar las mues-
tras larvales con los marcadores COI y FR por separado y en
conjunto, mientras que el biotipo de arroz se encuentra en
mayor nimero en el cultivo de arroz y en menor cantidad en

Figura 2. Amplificacion de los productos de PCR de la region FR del
ADN nuclear. M: marcador de peso molecular, lineas1, 5y 6 = biotipo
de arroz (fragmentos por encimade 500 pb), 2, 3,4, 7,8y 9 = biotipo de
maiz (fragmentos menores a 500 pb).
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Tabla 2. Tablasde contingenciaparalos marcadores moleculares COIl, FR y |os dos marcadores en conjunto paradeterminar distribucion diferencial
deloshiotipos de S. frugiperda y sus hibridos en los cultivos de maiz, arroz y algodén.

Biotipo por marcador Cultivo Total X2 gl
Maiz Arroz Algodén

Marcador COI

Arroz 20 32 9 61

Maiz 60 0 36 96 63,55%* 2

Marcador FRa

Arroz 48 23 18 89

Maiz 32 9 27 68 8,46* 2

Marcadores COIl + FRa

Arroz 16 23 2 41

Maiz 41 0 30 71

Hibrido 23 9 13 45 58,43** 4

* Significativo a 1%, ** Significativo al 0,5%.

los otros dos cultivos. Resultados similares fueron indicados
por Pashley (1986, 1998) en Estados Unidos, donde observo
quelaslarvas del biotipo de maiz se encontraron masfrecuen-
temente alimentandose en plantas de maiz y algodon, mien-
tras que las larvas de arroz, en plantas de arroz y pastizales.
En un trabajo posterior, Pashley et al. (2004) obtuvo las mis-
mas distribuciones de los biotipos apartir de recolecciones de
adultosy larvas en cultivos de maiz, arroz y pastizales en Es-
tados Unidos (Florida y Lousiana), Puerto Rico, Republica
Dominicana, Jamaica, Guadalupe, México y Ecuador. Igual-
mente, Nagoshi y Meagher (2003a) observaron que machos
adultos de S frugiperda de la Florida (Estados Unidos) for-
maban dos grupos de individuos identificados con la enzima
Mspl en laregion COIl y laregion FR; e primer grupo lo
conformaba el biotipo de maiz y se recolectd Unicamente en
cultivosde maiz y un segundo grupo deindividuos clasificado
como biotipo de arroz, que serecolectd en pastizalesy habitat
mixtos principalmente.

Losresultados de estos andlisis soninteresantes, al reflgjar
diferencias en el comportamiento de oviposicién de las hem-
bras hibridas respecto a las hembras pertenecientes a los
biotipos puros, puesto que las primeras se equivocan al
ovipositar en sus plantas hospederas, ya que heredan los genes
de ambos biotipos parentales, por ello ubican sus posturas
indiscriminadamente en cual quier cultivo; mientrasquelashem-
bras de cada bi oti po son mas especificas respecto asu hospede-
ro, yaque € biotipo de maiz solo se encuentraasociado a maiz
y algodon, y € biotipo dearroz principalmenteal arroz (Pashley
et al. 2004; Nagoshi et a. 2007a). Por otro lado, las diferencias
en ladistribucion de los biotipos de S. frugiperda también po-
driaexplicarse por unatasa de supervivenciadiferencia delas
larvas de estos biotipos en cada uno de los cultivos (Pashley et
al. 2004). Estas dos estrategias de |a biologia dél insecto de-
beran ser tenidas en cuenta en futuras investigaciones para
determinar si la asociacion insecto hospedero evoluciono por
preferenciaasu planta hospedera o por resistenciadiferencial
de aleloquimicos de sus larvas alas sustancias toxicas produ-
cidas por sus hospederos (Pashley et al. 1992, 2004).

Conclusiones
S. frugiperda ha sido uno de los insectos mas ampliamente

estudiados por diversos investigadores en el intento de gene-
rar alternativas de mangjo integrado hacia éste con el uso de

controles quimicosy biolégicos. Sin embargo, estos métodos
no han tenido en cuenta un conocimiento basico de labiolo-
gia de esta polilla, debido a que se encuentra en un periodo
de divergencia evolutiva, generando biotipos que se estan
especializando hacia dos plantas hospederas principales: el
maiz y arroz. Estos bioti pos representan especies incipientes
gue deben ser tratadas con cautela dado que, al menos en
Estados Unidos, presentan un comportamiento diferencial de
resistenciahaciainsecticidasy Bacillusthuringensis, lo cual
debe conducir futuras investigaciones alarealizacion de es-
tudios de comportamiento de resistencia de estos biotiposen
Colombia, paraasi lograr un megjor manejo de esteinsecto en
las regiones cuyo impacto es mayor.
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