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Introducción
En la búsqueda de alternativas para la implementación de programas de manejo 
integrado de plagas, los entomopatógenos y especialmente el grupo de los baculovirus, 
juegan un rol importante. En este sentido, un requisito fundamental es aislar las cepas 
patógenas candidatas con miras a seleccionar la más promisoria. En referencia a los 
nucleopoliedrovirus, está comprobado que su actividad insecticida varía dependiendo de 
su ubicación geográfica, sus características genéticas y el hospedero del cual fue aislado, 
entre otros (Lobo de Souza y Lecuona, 1996).

El nucleopoliedrovirus de S. frugiperda (SfMNPV) ha sido aislado de poblaciones 
del insecto a lo largo del continente americano (Loh et al., 1982; Shapiro et al., 1991; 
Berretta et al., 1998; Escribano et al., 1999) y varios de estos virus han demostrando 
un alto potencial para ser usados como bioplaguicidas en programas de control del 
gusano cogollero (Williams et al., 1999; Armenta et al., 2003). En Brasil se evaluaron 
aislamientos de NPV para el control tanto de S. frugiperda como de Spodoptera exigua y 
se obtuvieron mortalidades de las dos especies del insecto, significativamente superiores 
que las obtenidas con los productos químicos (Guimarães et al., 2003). Igualmente, se han 
adelantado trabajos en el desarrollo de formulaciones, como lo hizo Embrapa (Empresa 
Brasilera de Investigación Agropecuaria), que desarrolló un producto formulado como 
un polvo mojable a base de un aislamiento de este virus y estandarizó un sistema de 
producción a escala (Valicente y Da Costa, 1995). 

En cuanto a productos registrados en el mundo, la Agencia de Protección Ambiental 
de los Estados Unidos (EPA) reporta actualmente cinco nucleopoliedrovirus para su 
venta como bioplaguicidas, de los cuales ninguno se recomienda para el control de S. 
frugiperda (EPA, 2010).
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En Colombia, el Laboratorio de Control Biológico del Centro de Biotecnología y 
Bioindustria (CBB) de Corpoica no contaba con aislamientos nativos del virus, pero realizó 
algunos trabajos evaluando aislamientos foráneos de Sf NPV alcanzando mortalidades de 
larvas de S. frugiperda superiores al 90% bajo condiciones de laboratorio (Villamizar et 
al., 2009), lo que motivó la idea de buscar aislamientos colombianos que pudieran estar 
mejor adaptados a las condiciones agroclimáticas del país. 

Materiales y Métodos
Cría del insecto

Los insectos utilizados para la presente investigación fueron obtenidos a partir de la 
cría de S. frugiperda ubicada en el Centro de Biotecnología y Bioindustria de Corpoica 
(Mosquera, Cundinamarca) y establecida a partir de larvas colectadas en cultivos de maíz 
en el municipio de El Espinal (Tolima). Los insectos se mantuvieron en un cuarto a 26 
± 2 °C y 60% de humedad relativa, con un fotoperiodo de 12 horas. Las larvas fueron 
manejadas de manera individual en recipientes plásticos de 25 mL, que contenían 15 mL 
de dieta artificial (Gómez et al., 2010).

Figura 2. Departamentos de Colombia donde se realiza-
ron los muestreos de larvas de S. frugiperda para búsque-
da de aislamientos nativos de nucleopoliedrovirus.

Colecta de larvas

La búsqueda de aislamientos de 
NPV se realizó durante el año 2008 
en los departamentos de Córdoba, 
Tolima y Meta (Colombia) (Figu-
ra 2). En dichos departamentos se 
seleccionaron fincas con cultivos 
de maíz, sorgo, algodón y otros en 
los que se hubiera detectado la pre-
sencia de la plaga. En cada cultivo 
se observaron las plantas, las hojas 
y los cogollos en busca de las larvas 
de S. frugiperda, las cuales se ubica-
ron individualmente en vasos con 
dieta artificial. Las larvas muertas 
o que presentaban algún síntoma 
de infección viral se recogieron in-
dividualmente en tubos Eppendorf 
con 1 mL de solución salina estéril 
(Gómez et al., 2010).

Las muestras se transportaron 
al Laboratorio de Control Biológi-
co de Corpoica para su análisis y se 
mantuvieron en cuarentena en un 
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cuarto de bioensayos con las condiciones de temperatura y humedad mencionadas ante-
riormente. Los vasos con dieta y con los insectos se rotularon con los datos de los sitios de 
recolección (Gómez et al., 2010).

Búsqueda de virus en las larvas colectadas

Las larvas se mantuvieron en cuarentena y se revisaron diariamente registrando todo 
cambio en su comportamiento o características morfológicas. Cada larva muerta o con 
síntoma de infección viral se maceró en solución salina y la suspensión obtenida se observó 
en el microscopio óptico (400x) para la búsqueda de los cuerpos de inclusión del virus, los 
cuales tienen una forma poliédrica característica (Gómez et al., 2010). 

Las muestras que presentaron posibles cuerpos de inclusión o sintomatología de 
infección viral se utilizaron para reproducir los síntomas de la enfermedad. Para ello se 
tomaron 100 µL de la muestra y se mezclaron con 100 µL de una solución que contenía 
sacarosa al 4% y un colorante azul de alimentos Tuska® al 1%. Dicha suspensión fue 
suministrada por vía oral a un grupo de larvas de S. frugiperda de segundo estadio que 
sometido previamente a 24 horas de ayuno, empleando el método de la gota descrito por 
Hughes y Wood (1981). 

Las larvas inoculadas fueron ubicadas individualmente en vasos con dieta artificial e 
incubadas en un cuarto de bioensayos a 26 ± 2 °C. A partir del quinto día de incubación se 
realizó una revisión diaria y se separaron aquellas larvas que presentaron sintomatología 
típica de la infección viral (coloración blanca lechosa a café clara, pérdida de turgencia 
y fragilidad del tegumento). Los aislamientos de nucleopoliedrovirus recuperados y 
multiplicados en las larvas de S. frugiperda se conservaron en solución salina estéril a -70 
°C y fueron ingresados al Banco de Germoplasma de Microorganismos con Interés en 
Control Biológico de Corpoica (Gómez et al., 2010).

Producción y purificación viral

La producción de los virus a ser empleados en los bioensayos se realizó mediante la inoculación 
de larvas de S. frugiperda de tercer estadio, con suspensiones de cada uno de los aislamientos, 
empleando la misma metodología descrita anteriormente (Gómez et al., 2010).

Para la purificación viral se empleó el método descrito por Valicente et al. (1989) 
modificado. Las larvas infectadas de cada aislamiento fueron homogeneizadas en 
un mortero estéril de porcelana con solución de sodio-dodecil-sulfóxido (SDS) al 
0,1% estéril y posteriormente se filtraron por tres capas de velo suizo para retirar el 
tejido del insecto. El líquido se centrifugó a 1.000 rpm durante 1 minuto y se recogió 
el sobrenadante, el cual se centrifugó a 15.000 rpm por 30 minutos. El sedimento 
obtenido se resuspendió en 1 mL de tampón Tris HCl 0,1 M pH 6,0 y se ubicó sobre 
un gradiente de sacarosa del 40% y 60%. Luego se centrifugó a 15.000 rpm durante 
30 minutos, se retiró la banda correspondiente al virus y se realizaron dos lavados con 
el mismo tampón. La suspensión purificada obtenida se guardó en congelación a -20 
°C (Gómez et al., 2010).
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Estudio de la diversidad genética de los aislamientos

Con el propósito de determinar la diversidad genética de los aislamientos de NPV en 
Colombia se realizó un análisis mediante perfiles de restricción (REN). Para tal fin, se 
tomaron las muestras de los aislamientos de NPV nativos encontrados en el departamento 
de Córdoba (por ser el departamento en el que se encontró la mayor cantidad de larvas 
de S. frugiperda infectadas) y se realizó su purificación ajustando a una concentración de 
1x108 CI/mL. A 100 μL de suspensión viral se le adicionaron 100 μL de carbonato de 
sodio (0,5 M), 50 μL de SDS (10%) y 250 μL de agua ultrapura. Las muestras se incubaron 
a 60 °C por 10 minutos. Posteriormente, se centrifugaron a 5.000 rpm por 5 minutos y el 
sobrenadante fue digerido con 50 μL de proteinasa K (10 mg/mL) a 50 °C por una hora. 
Para la extracción del ADN se realizaron dos pases por fenol equilibrado y un pase con 
cloroformo, utilizando centrifugaciones intermedias a 13.000 rpm. La precipitación del 
ADN se realizó con etanol absoluto frío y acetato de sodio 3 M. El ADN fue resuspendido 
en tampón TE (0,1%).

Para la comparación de los aislamientos se realizaron digestiones de ADN utilizando 
las enzimas de restricción PstI, HindIII, BamHI, NdeI, BglII, SmaI, KpnI. Una muestra de 
2 μg de ADN viral se mezcló con 10 U de cada una de las enzimas por 6 a 12 horas a 
37 °C. Las reacciones de digestión se detuvieron con 4 μl de solución tampón (azul de 
bromofenol 0,25% w/v, sacarosa 40% w/v) y se cargaron en geles de agarosa al 1% en 
tampón TAE (0,04 M Tris-acetato; 0,001 M EDTA; pH 8,0). Los fragmentos de ADN 
se separaron a 20 V por 10 a 24 horas. El ADN se visualizó bajo luz UV por tinción con 
bromuro de etidio (Chemi-Doc, BioRad, California, USA).

Resultados y discusión

En total se realizaron cinco muestreos de larvas de S. frugiperda para la búsqueda de 
aislamientos nativos de nucleopoliedrovirus en los departamentos de Córdoba, Meta 
y Tolima (Colombia) durante los meses de enero a octubre de 2008. Se recolectaron 
en total 2.140 larvas en los tres departamentos a partir de diferentes cultivos (Tabla 1) 
(Gómez et al., 2010). 

Tabla 1. Número total de larvas colectadas en cada departamento  
y número de larvas según su causa de mortalidad (Gómez et al., 2010).

Depto.
Larvas 
sanas

Larvas muertas

Total
Hongos y 

parasitoides
Nucleo- 

poliedrovirus (NPV)
Granulovirus  

(GV)
Infección mixta  

(npv y gv)

CÓRDOBA 555 32 38 (Cultivo: Pastos) 15 (Cultivo: Pastos) 9 (Cultivo: Pastos) 649

TOLIMA 401 12 1 (Cultivo: Maíz) 0 0 414

META 758 315 4 (Cultivo: Sorgo) 0 0 1.077

TOTAL 1.714 359 43 15 9 2.140
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Las larvas que murieron durante la cuarentena se analizaron mediante microscopía de 
luz, encontrando 43 muestras (2%) con cuerpos de inclusión poliédricos característicos 
de los NPV (Figura 3). El departamento con mayor incidencia viral fue Córdoba con 38 
muestras positivas, seguido de Meta con cuatro y por último Tolima donde se encontró 
una sola muestra positiva. Sin embargo, las larvas se colectaron en el mismo sitio de 
muestreo en cada departamento, razón por la cual se seleccionó una sola muestra de cada 
sitio y se consideró como un aislamiento viral (Gómez et al., 2010).

En total se aislaron tres nucleopoliedrovirus de S. frugiperda en Colombia, lo 
que corresponde a un 0,14% de ocurrencia de este entomopatógeno. Resultados 
similares fueron encontrados en Brasil, en donde se realizó un muestreo de larvas de 
S. frugiperda para la búsqueda de diferentes enemigos naturales del insecto y a partir 
de 14.000 larvas recolectadas se encontraron 21 aislamientos de nucleopoliedrovirus 
(0,15% de ocurrencia) (Valicente, 1989; Valicente y Barreto, 1999), lo cual sugiere 
que probablemente en poblaciones de campo del insecto en Colombia y Brasil hay una 
incidencia de nucleopoliedrovirus promedio de 0,14% (Gómez et al., 2010). 

Los tres aislamientos encontrados fueron codificados como NPV003 (Córdoba), 
NPV009 (Meta) y NPV011 (Tolima) (Figura 3).

Figura 3. Cuerpos de inclusión de los aislamientos nativos de nucleopoliedrovirus de S. frugiperda 
detectados en la hemolinfa de larvas infectadas por microscopía de luz (400X) (Gómez et al., 
2010).

Los síntomas característicos de las larvas infectadas por NPV fueron: pérdida 
de apetito y movilidad, cambio en la coloración desde blanco hasta café, fragilidad y 
ruptura del tegumento (Figura 4), síntomas descritos para este tipo de virus (Caballero 
et al., 2001; Vásquez et al., 2002). No obstante, dicha sintomatología solo fue evidente 
en las larvas mantenidas bajo condiciones de laboratorio, ya que en campo únicamente 
una larva colectada en el departamento de Córdoba presentó sintomatología típica de 
infección (Gómez et al., 2010). Esta dificultad para encontrar larvas sintomáticas en 
campo fue mencionada por Laarif et al. (2003), quienes estudiaron la epidemiología 
de un baculovirus de P. operculella en Túnez concluyendo que los síntomas de infección 
exhibidos en campo son difíciles de encontrar y algunas larvas infectadas pueden ser 
completamente asintomáticas. 

NPV003 CÓRDOBA NPV009 META NPV011 TOLIMA
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Por otra parte, y aunque no era el propósito del muestreo, en el departamento de 
Córdoba se encontraron larvas afectadas por un virus del género granulovirus (Tabla 1), 
lo cual se evidenció por la presencia de un color blanco lechoso y flacidez sin ruptura 
del tegumento. Al observar la hemolinfa en microscopio de luz se observaron pequeñas 
partículas con movimiento browniano que fueron confirmadas como granulovirus al 
observarlas en mediante microscopía electrónica de transmisión (Figura 5). En total se 
halló una incidencia de este agente viral de 0,04% (Gómez et al., 2010). 

Figura 4. Sintomatología y progreso de la infección por nucleopoliedrovirus  
en larvas de S. frugiperda.

Figura 5. Micrografía de transmisión de los granulovirus 
encontrados en las muestras de S. frugiperda.

Adicionalmente, de las 24 larvas que presentaron infección por granulovirus nueve 
de ellas presentaron también infección con nucleopoliedrovirus, lo que sugiere una 
coinfección de estas muestras con los dos agentes virales (Tabla 1) (Gómez et al., 2010). 
La presencia de dos especies virales puede resultar en cambios en el desarrollo normal 
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de la enfermedad, en algunos casos aumenta la mortalidad (efecto aditivo o sinérgico) 
y en otros se reduce (inhibición virus-virus) (Hackett et al., 2000). El efecto sinérgico 
normalmente se debe a la expresión por parte del GV de una proteína de la familia de las 
metaloproteasas denominada ‘enhancin’, que aumenta la permeabilidad de la membrana 
peritrófica del insecto facilitando la entrada de los viriones en las células intestinales 
(Hoover et al., 2010; Peng et al., 1999). 

Por último, con respecto al análisis de la diversidad, los perfiles REN demostraron 
la existencia de cuatro perfiles con diferencias en el número y el tamaño de las bandas 
generadas a partir de los 38 aislamientos evaluados (Figura 6). 

Figura 6. Perfiles de restricción con las enzimas PstI, HindIII, BamHI y NdeI 
de cuatro aislamientos colombianos de NPV de S. frugiperda. En el primer 
carril se muestra el marcador de peso molecular.

Los carriles 1 y 2 correspondieron al Sf NPV, el cual se encontraba mezclado con 
el granulovirus, como se mencionó anteriormente, mientras que los carriles 3 y 4 
correspondieron al Sf NPV puro.

Las frecuencias de cada perfil fueron las siguientes: Perfil 1: 5,4%; Perfil 2: 2,7%; Perfil 
3: 5,4%; Perfil 4: 86%. Esto indica que de las 38 muestras positivas para NPV colectadas 
en Córdoba 35 mostraron un perfil REN idéntico con las seis enzimas evaluadas (Perfil 
4), sugiriendo que los 35 aislamientos son la misma cepa viral y demostrando que los 
virus aislados en un mismo sitio geográfico presentan una baja diversidad genética. Las 
diferencias con el otro perfil puro encontrado (Perfil 3) fueron muy pocas, lo cual es 
común entre estos aislamientos virales debido a mutaciones puntuales y deleciones e 
inserciones pequeñas (Chen et al., 2002; Zhang et al., 2005).
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Conclusión

Se encontraron tres aislamientos nativos de nucleopoliedrovirus de S. frugiperda en 
Colombia y un aislamiento de granulovirus. Los Sf NPV encontrados mostraron forma 
poliédrica característica y causaron infección sobre larvas de S. frugiperda. Dichos 
aislamientos representan la base para el desarrollo de un bioplaguicida para el control de 
esta plaga.
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