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RESUMEN. En el presente trabajo se da a conocer el hallazgo de un Cypovirus en una Colonia del barrenador de la
cafia de azUcar, Diatraea magnifactella Dyar, 1911, establecida en el laboratorio de Control Biolégico del Centro de
Investigacion en Biotecnologia de la Universidad Autdnoma del estado de Morelos, cuyo objetivo es la evaluacion de
entomopatdgenos para su control. En la generacion 222 se detectaron por primera vez sintomas como son pérdida del
apetito, alargamiento del ciclo, deformaciones en pupas y adultos, asi como disminucion de la fertilidad, los cuales
provocaron una merma en la produccion de insectos. EI Cypovirus fue confirmado al disectar una larva con retardo en
el crecimiento y obtener su intestino, el cual presentd una apariencia lechosa caracteristica de la infeccion por estos
virus. Se realiz6 una preparacion fresca de una porcion del intestino y se observo la presencia de cuerpos de oclusion
refringentes. Se probdé un método no invasivo para eliminar la infeccidn sin tener que sacrificar toda la colonia, que
consistiéd de un proceso de seleccion a partir de la formacion de parejas de reproduccion y la técnica de tincién de
Buffalo Black en meconias, los cuales en conjunto permitieron eliminar la forma activa del CPV.
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Finding out a Cypovirus in a colony of Diatraea magnifactella 1911
(Lepidoptera: Crambidae) established in laboratory

ABSTRACT. In the present work we report the discovery of a Cypovirus in a Colony of the sugarcane borer, Diatraea
magnifactella Dyar, 1911, established in the Biological Control laboratory (Biotecnology Research Center of the
Autonomous University of Morelos State) whose objective is the evaluation of entomopathogens for its control. In
generation 22", symptoms such as loss of appetite, elongation of the life cycle, deformations in pupae and adults, as
well as decreased fertility were detected for the first time, which caused a decrease in insect production. Cypovirus
was confirmed by dissecting a larvae with slowly growth and obtaining its intestine, which presented a milky
appearance characteristic of the infection by these viruses. A fresh preparation of a portion of the intestine was
performed and the presence of refractive occlusion bodies was observed. A noninvasive method was used to eliminate
the infection without sacrificing the whole colony, which consisted of the formation of reproduction pairs and the
Buffalo Black staining technique in meconium, which together allowed delete the active form of CPV.
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INTRODUCCION

Las crias de insectos permiten obtener cantidades suficientes de insectos que son utilizadas tanto
para fines comerciales como experimentales en varias areas de la ciencia (Cohen, 2001). Entre las
especies mas utilizadas experimentalmente estan los lepiddpteros de importancia econémica, como
lo es Diatraea magnifactella, un barrenador de los tallos de la cafia de azucar.

Para establecer las colonias en laboratorio se recomienda colectar en campo huevos y/o larvas
de los primeros estadios, para que se adapten rapidamente a la dieta suplementada y a las
condiciones del laboratorio (Chacén-Castro et al., 2009). Una vez en laboratorio deben ser
cuarentenados durante una generacion para detectar si desarrollan signos o sintomas caracteristicos
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de parasitoides y entomopatogenos. Sin embargo, algunos entomopatdgenos como los virus pueden
ser transmitidos verticalmente a la descendencia (trans ovum o transovarialmente) y ademas
pueden ocasionar infecciones crénicas que son dificiles de observar en la cuarentena. Por lo cual,
si no se toman las medidas adecuadas, éstos podrian transmitirse de forma latente de generacion en
generacion y eventualmente, bajo algunas condiciones de estrés, activarse (Allen, 1980).

Existen reportes de que las enfermedades cronicas en lepidopteros mantenidos en condiciones
de laboratorio ocasionadas por virus entomopatogenos (VEs) del género Cypovirus (CPVs) causan
efectos debilitantes que generan disminucion en la fertilidad, estrés general y, eventualmente, la
muerte (Allen, 1980; Simmons y Sikorowski, 1973; Sikorowski y Thompson, 1979). Estos VEs
constituyen un gran problema cuando son activados por algun factor desencadenante, ya que debido
a los efectos que ocasionan y a que pueden ser transmitidos transovarialmente en la poblacion
(Sikorowski et al., 1973; Mery y Dulmage, 1975), las colonias infectadas por CPVs son
practicamente indtiles para propdsitos de investigacion.

Los CPVs son muy patogénicos y solamente infectan el sistema digestivo de los insectos,
ocasionando un sintoma conocido como “intestino lechoso”, ya que los intestinos se observan
blancos por la acumulacion de los cuerpos de oclusién (COs) de estos virus. La infeccion de los
CPVs es crénica y dificil de identificar a menos que el insecto sea sacrificado y se observen los
intestinos.

En el laboratorio de Control Biologico de la Universidad Autonoma del Estado de Morelos
(UAEM), se establecio una colonia del barrenador de los tallos de la cafia de azucar, Diatraea
magnifactella Dyar, con el fin de evaluar entomopatdgenos como potenciales agentes de control
bioldgico (Linaetal., 2010). Los insectos fueron colectados y se cuarentenaron por una generacion.
Sin embargo, a finales del 2013 (generacion 22?), se observaron larvas de diferentes estadios con
sintomas tales como menor talla y peso, pérdida del apetito, pupas deformes y adultos con
diferentes grados de deformaciones en alas, lo cual sugiri6é una posible infeccién por virus. En el
presente trabajo de investigacion se reporta por primera vez la infeccion de un CPVs en una colonia
de D. magnifactella mantenida en condiciones de laboratorio y se prueba una estrategia para
eliminar la infeccion sin tener que destruir la colonia.

MATERIALES Y METODO

La colonia de D. magnifactella establecida en el laboratorio es mantenida a una temperatura de
27 °C £ 2,70 % = 10 de humedad relativa y un fotoperiodo de 12:12 h (luz: oscuridad). Las larvas
son confinadas de forma individual y alimentadas con dieta meridica. Los adultos son alimentados
con miel al 15 %.

En la generacion 222 de la colonia, se detectd un incremento en el porcentaje de huevos
inviables, asi como la presencia de varias larvas pequefias (comparadas con larvas de la misma
edad) (Fig. 1A). Una de estas larvas se disectd, la preparacion en fresco de una seccion del tubo
digestivo, cuya parte posterior tenia una apariencia lechosa, se observo al microscopio 6ptico en
contraste de fases.

Método de tincién de la meconia con la técnica del Buffalo Black. Este colorante tifie
proteinas de color azul o negro, por lo tanto tifie los COs de los VEs. Esta técnica se ha utilizado
para identificar CPVs en la meconia de adultos de Heliothis spp. y Helicoverpa zea (Sikorowski et
al., 1971; Inglis et al., 2003). Se depositaron 10 puL de agua destilada estéril sobre un portaobjetos,
se realizo el frotis de una fraccidn de la meconia de ambos progenitores de cada pareja reproductiva,
distribuyéndola homogéneamente en el portaobjetos y se dejé secar a temperatura ambiente.
Posteriormente se sumergio en la solucion de Buffalo Black (1.5 % en una solucion de acido acético
glacial al 40 %) y se incubo a 40-45° C durante 5 min. Enseguida se lavo la preparacion durante
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10 segundos con agua destilada, se dejo secar y se observé al microscopio 6ptico en 40 y 100 X
(Evans y Shapiro, 1997).
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Figura 1. A) Larva pequefia de Diatraea magnifactella que presentd COs. Muestra en fresco de un intestino blanco en

contraste de fases. B) Células hipertrofiadas llenas de COs refringentes. C) Célula en proceso de lisis liberando COs
refringentes de forma hexagonal.

Proceso de seleccion para eliminar el CPV de la colonia de D. magnifactella. Se
seleccionaron pupas que no presentaron bajo peso, ni menor tamafio ni deformaciones y se
determind el sexo de las mismas de acuerdo al protocolo descrito por Rincon y Lopez-Avila (2004).
Enseguida se desinfectaron superficialmente de acuerdo al protocolo de Mery y Dulmage, 1975.
Las pupas hembras se depositaron en grupos de 50 en los recipientes de emergencia. Las pupas
macho se colocaron individualmente en recipientes de plastico.

De los adultos emergidos, se seleccionaron aquellos que no presentaron deformaciones en alas
y se formaron parejas de acuerdo al protocolo de Allen (1980), éstas fueron transferidas a botes de
reproduccion. Se colectaron las meconias, asi como las masas de huevos (diariamente),
identificandolos respecto a la pareja de reproduccién de la cual procedian.

Las masas de huevos se desinfectaron superficialmente con formalina al 15 % (Sikorowski et
al., 1973). Cuando las larvas neonatas emergieron, se transfirieron de dos en dos a cajas de Petri
de 60 mm de didmetro conteniendo un trozo de dieta meridica de cerca de 3 cm® y se sellaron con
parafilm. Transcurridas dos semanas, se transfirieron individualmente a cajas con dieta fresca,
cambiando la misma semanalmente hasta la fase de pupa. Todo el ciclo se mantuvo en las
condiciones de insectario antes mencionadas y el proceso de seleccion se realiz6 en tres
generaciones consecutivas.

RESULTADOS Y DISCUSION

En el intestino de la larva disectada, se observo la presencia de células hipertrofiadas llenas
de COs refringentes de varios tamafios, caracteristicos de los CPVs (Figs. 1B y C). Lo anterior
coincide con las observaciones realizadas por Marzban et al. (2013), en larvas de Helicoverpa
armigera (Hubner, 1808) infectada con HaCPV. Aun cuando los primeros sintomas de la infeccion
por CPVs se observaron en los lotes de huevos y larvas, también se observaron sintomas de efectos
debilitantes de un CPV en las pupas y adultos, tales como pupas deformes, adultos con tallas
inferiores al promedio, con diferentes grados de deformidades en las alas o que no lograron emerger
y hembras que depositaban pocas masas de huevos y/o masas con huevos inviables (Fig. 2). Estos
sintomas coinciden con los presentados en diferentes estadios de lepiddpteros tales como Bomby.
Morix Linnaeus, 1758, Alsophila pometaria Harris, 1841 y Limantria (=Porthetria) dispar
(Linnaeus, 1758) (Neilson, 1964; Vail et al., 1969; Magnoler, 1974; Allen, 1980; Bellonick, 1996).
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Figura 2. Adultos de D. magnifactella. A) Hembra de tamafio normal. B) Micro-hembra. C) Adulto normal. D y E)
adultos deformes. F) Adulto que no logré emerger.

Dado que los CPVs son patdgenos crénicos, cuyos sintomas son dificiles de identificar, y que
son transmitidos verticalmente (trans-ovum o trans-ovaricamente) (Bellonick y Mori, 1998),
aunado a que pueden permanecer de forma latente y ser transmitidos generacién tras generacion
sin que el insecto hospedero presente sintomas (Fuxa et al., 2002), se recomienda la eliminacién
completa de la colonia y empezar un pie de cria libre de CPVs (Allen, 1980; Gouli et al., 2011),
Sin embargo, Allen (1980) recomienda realizar un protocolo de seleccién de parejas de
reproduccion durante varias generaciones, como un método para intentar eliminar un patégeno
cronico. Por tal motivo se aplicé el protocolo propuesto por Allen, aunado a un método no invasivo
para detectar COs de CPV en la meconia de los integrantes de las parejas de reproduccion.

Proceso de seleccion de los adultos de D. magnifactella. El proceso de seleccion se realizd en
tres generaciones consecutivas, descartandose para la siguiente generacién las oviposturas de las
parejas cuyas meconias dieron positivo a la presencia de COs mediante la tincion de Buffalo Black
o las de aquellas parejas que aun siendo negativas, sus oviposturas fueron inviables. En el cuadro
1 se muestran los resultados obtenidos.

En el primer proceso de seleccion se identificaron parejas que dieron negativo a la técnica de
tincion, aun asi presentaron masas de huevos inviables. Esto puede ser explicado por el hecho de
que los CPVs ocasionan infecciones crénicas con efectos debilitantes como la disminucion de
fertilidad, en adultos de lepiddpteros (Ignoffo y Adams, 1966; Vail et al., 1969). En el segundo
proceso, solamente una pareja dio positivo a la presencia de COs, lo que sugiere que en el proceso
anterior se elimind el virus en forma activa o, al menos, aquellos individuos que presentaron la
infeccion con mayor grado de intensidad. En este caso también hubo parejas que aun siendo
negativas mostraron pérdida de fertilidad o de viabilidad. En el tercer proceso de seleccidn, todas
resultaron negativas a la presencia de COs en las meconias y solamente dos presentaron huevos
inviables.

Cuadro 1. Resultados del proceso de seleccion de parejas de reproduccion de D. magnifactella.
Meconias positivas a la tincion con Bufalo

Generacion Parejas de reproduccion formadas Black (Fig. 3)
232 22 10
24% 34 1
25° 37 0
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Figura 3. Meconias observadas en 100X tefiidas con Buffalo Black, se observan COs caracteristicos de CPVs. A)
Pareja 21 de la generacion 232 B) Pareja 27 de la generacion 242,

CONCLUSION

Los resultados nos permitieron corroborar que la patologia gruesa observada en los diferentes
estados de desarrollo, era ocasionada por un CPV. Cabe resaltar que este trabajo constituye el
primer reporte de una colonia de D. magnifactella, infectada con un CPV. Los resultados obtenidos
también sugieren que el proceso de seleccidn con pares de reproduccion en conjunto con un método
no invasivo como lo es la tincion de las meconias con Buffalo Black, fueron efectivos para eliminar
la forma activa del CPV. Sin embargo, es importante destacar que se ha reportado que los CPVs
ocasionan infecciones latentes, en las cuales el virus no se estd replicando en las células del
hospedero y por lo tanto no se detecta la infeccidn ni ocasiona la enfermedad (Fuxa et al., 2002)
pero si el insecto es expuesto a ciertas condiciones de estrés, el virus se puede activar.
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