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RESUMEN. Spodoptera frugiperda J. E. Smith, es un insecto que se ha diferenciado genéticamente en dos biotipos
denominados “maiz” y “arroz.” Dada la existencia de estos biotipos este estudio se enfocd en realizar una
caracterizacién molecular de los biotipos de S. frugiperda presentes en los cultivos de maiz y sorgo en diferentes
regiones de México. La identificacion se realizd6 mediante RFLP-PCR y secuenciacién del gen COI mitocondrial a
partir de larvas colectadas en los estados de Sinaloa, Sonora, Chihuahua, Coahuila y Baja California. Los resultados
mostraron que todos los insectos colectados y analizados mediante RFLP-PCR con la enzima Msp | y secuenciacion,
se encuentran dentro del biotipo maiz. Ademas, se observé que la presencia del biotipo maiz es consistente con la
planta hospedera, pero dicha asociacion no es absoluta. Se requieren mas andlisis para poder esclarecer la relacion
del biotipo con la planta hospedera.
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Molecular caracterization of Spodoptera frugiperda (Smith, 1797) biotypes in crops of
Mexico

ABSTRACT. Spodoptera frugiperda JE Smith, is an insect that has been genetically differentiated into two biotypes
called "corn" and "rice." Given the existence of these biotypes, this study focused on carrying out a molecular
characterization of the S. frugiperda biotypes present in corn and sorghum crops in different regions of Mexico. The
identification was made by RFLP-PCR and sequencing of the mitochondrial COI gene from larvae collected in the
states of Sinaloa, Sonora, Chihuahua, Coahuila and Baja California. The results showed that all insects collected and
analyzed by RFLP-PCR with the Msp | enzyme and sequencing were within the maize biotype. Also was observed
that the presence of the maize biotype is consistent with the host plant, but this association is not absolute. Further
analysis is required to clarify the relationship between the biotype and the host plant.
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INTRODUCCION

Spodoptera frugiperda JE (Smith 1797) (Lepidoptera: Noctuidae) es una de las
principales plagas agricolas en gran parte del hemisferio occidental (Lopez-Edwards et al., 1999).
Siendo una de las principales plagas del maiz y secundaria en sorgo, algodon, pastos (Garcia et
al., 2002) y diversas hortalizas (Andrews, 1980, Busato et al., 2004, Martinelli et al., 2007).

Se han identificado dos biotipos de este insecto plaga que son indistinguibles
morfolégicamente, pero son reconocidos como posibles nuevas especies (Dres y Mallet, 2002) de
plantas hospederas de maiz y arroz (Pashley, 1998), puesto que se encuentran con mayor
frecuencia en ellos. Sin embargo, el biotipo de maiz, también se ha encontrado asociado a
cultivos de sorgo y algoddn, mientras que el biotipo de arroz a cultivos de arroz y pastizales
(Pashley, 1998; Nagoshi y Meagher, 2003a 2004; Pashley et al., 2004).

La identificacién de ambos biotipos empleando técnicas moleculares ha sido ampliamente
utilizadas en diversos paises del continente americano y es particularmente util en el manejo



Chavez-Medina et al.: Caracterizacion molecular de biotipos de Spodoptera frugiperda

integrado de dicha plaga, ya que permite distinguir a las cepas aun después de un periodo de
conservacion y también permite determinar héabitos ecoldgicos de las poblaciones y sus
mecanismos de aislamiento en diversos habitats. Asi mismo, la identificacion de biotipos puede
utilizarse como un método de proteccion de cultivos para el manejo de S. frugiperda porque
permite definir técnicas de manejo para la resistencia (Meagher y Gallo-Meagher 2003, Prowell
et al. 2004, Clark et al. 2007, Martinelli et al., 2007). México ocupa un lugar preponderante en
produccién de maiz a nivel mundial., Dicho cultivo es atacado por diversas plagas, siendo S.
frugiperda la principal y la que causa mayores dafios (Blanco et al., 2014). El objetivo de este
estudio consistio en la caracterizacion molecular de biotipos de S. frugiperda en cultivos de
importancia econémica de México mediante RFLP-PCR y secuenciacion.

MATERIALES Y METODO

Recoleccion del insecto. Durante el ciclo agricola 2015-2017, se colectaron al azar larvas del
tercer al quinto instar de S. frugiperda en los principales campos de maiz (Zea mays L.) y de
sorgo (Sorghum bicolor L.) de los estados de Sinaloa, Sonora, Chihuahua, Coahuila y Baja
California. Los insectos colectados se preservaron en alcohol al 70% con el etiquetado
correspondiente y almacenados a -20°C.

Extraccion de ADN. De la parte posterior y el primer segmento de las larvas se realizo la
extraccion de ADN, utilizando el método de Buffer CTAB, (Cano-Calle 2015). Para evaluar la
integridad del ADN se realizd una electroforesis horizontal utilizando geles de agarosa al 1%
teflidos con bromuro de etidio. La calidad y concentracidon de las muestras se verificd mediante
un Nanodrop 2000c (Thermoscientific®).

Amplificacion del gen mitocondrial citocromo oxidasa | — COI. La amplificacion por PCR
del gen COI se realiz6 en una mezcla de reaccién de 25 ul que contiene: 2.5 ul de buffer de PCR
(10X), 1.5 pl de MgCl> (50nM), 0.5 ul de dNTPs, (10mM) 1pl del primer forward JM76F
(10mM), 1pl del primer reverso JM77R (10mM) y 0.5 pl de Taqg polimerasa (5u/ pl Invitrogen),
17ul de agua ultrapura (Invitrogen) y 1.0ul de DNA (~50ng). El programa de amplificacion en el
termociclador fueron las siguientes: 94°C (3 min), seguido de 30 ciclos de 94° C (1 min) 59° C (1
min), 72° C (1 min), y un segmento final de extension de 72° C por 10 min (My Cycler Termal
Cycler, Biorad). La amplificacién del COI se llevé a cabo con el par de cebadores JIM76 F
(5’GAGCTGAATTAGG (G/A) ACTCCAGG 3°) y IM77R (5’ATCACCTCC(A/T)
CCTGCAGGATC3’) (Sigma Aldrich). Todas las muestras fueron visualizadas en un gel de
agarosa al 1% con 2.0 pl de bromuro de etidio mediante un transiluminador (Chemidoc, Biorad,
USA). Para evaluar la calidad de los productos de los diferentes métodos de extraccién, los
mismos fueron analizados por RFLP-PCR de los genes COI mitocondrial y FR Nuclear de S.
frugiperda.

RFLP — PCR del gen mitocondrial COIl. La identificacion de los Biotipos (B. maiz - B.
arroz), se realiz6 mediante la técnica de digestion enzimatica de los productos de PCR (RFLP-
PCR), la cual permite obtener 2 patrones de bandeo, diferenciando asi los biotipos de S.
frugiperda. Para el analisis de restriccion de los fragmentos del gen mitocondria COI
amplificados por PCR con los oligos universales IM76 F/ JM77 R (569 pb), se utilizo la enzima
de restriccién Msp | (New England Biolabs, Beverly, MA), para lo cual se usaron las siguientes
condiciones, se tomaron 2.0 uL de buffer (10X), 0.5 uL de la enzima Msp I, 3uL del producto de
la PCR, se completd con 9.5 pL. de agua y se incubd por 2 horas. Los fragmentos producto de la
restriccion fueron separados en geles de agarosa al 2% por electroforesis a un voltaje de 60V
durante aproximadamente 1:30 h y posteriormente a 80 V hasta completar la separacién de los
fragmentos. El gel de agarosa fue tefiido con una solucion de bromuro de etidio, los fragmentos
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de DNA se visualizaron con luz UV en un transiluminador de imagenes (Chemidoc, Biorad,
USA). El perfil electroforético se comparo6 con los patrones ya existentes en la literatura (Vélez-
Arango et al., 2008), como base para la identificacion de los biotipos de S. frugiperda.

Secuenciacién de los genes amplificados citocromo oxidasa | — COIl y la region FR de S.
frugiperda. Los productos amplificados fueron purificados mediante el protocolo del Kkit
comercial Gen Clean Kit 11l (Gibco-BRL), los ADNS fueron enviados a secuenciar al laboratorio
de Servicios Genomicos (LANGEBIO) del CINVESTAV-IPN Unidad Irapuato.

Anédlisis de secuencias. Para verificar y comparar genéticamente la identidad de las
secuencias amplificadas se realiz6 un arbol de Neighbor — Joining, donde se observo que las
secuencias de referencias del gen COI de S. frugiperda obtenidas del GenBank se unan a las
secuencias amplificadas en este trabajo, confirmando asi la identidad taxondémica del material
bioldgico utilizado en esta investigacion. Las secuencias obtenidas fueron editadas manualmente
con Bioedit (Hall 1999) y alineadas con el algoritmo Clustal W (Larkin et al. 2007, Cheena et al.
2003) en el programa Mega 4.0 (Kumar et al. 2008). Los arboles de Neighbor - Joining se
realizaron para visualizar y comparar la similitud genética entre los biotipos obtenidos y los
reportados por otros autores.

RESULTADOS Y DISCUSION

En total se colectaron 850 individuos de S. frugiperda de campos de maiz y sorgo. 450 en
maiz y 125 en sorgo en el estado de Sinaloa., 200 en maiz y 50 de sorgo en Sonora, 50 en maiz
en Chihuahua, 30 insectos en Baja California y 20 insectos en Coahuila en maiz en el ciclo
agricola 2016-2017, de los cuales el 97% de las muestras se logré extraer el DNA de los insectos
mediante el método de CTAB al 3% (datos no mostrados).

Se logr6 amplificar el fragmento de 569pb en todas las muestras analizadas del gen
mitocondrial COI de S. frugiperda con los primers JM76 F/ JM77R en los insectos colectados de
los cultivos de maiz y sorgo de los diferentes estados. 125 insectos colectados en maiz y 100 en
el cultivo de sorgo en Sinaloa fueron analizadas, 80 muestras de insectos en maiz y 30 en sorgo
de Sonora, 30 insectos de maiz de Chihuahua, 30 insectos en maiz de Baja California y 20
insectos en maiz de Coahuila. (Figura 1 y Cuadro 1).
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—— 569 pb

Figura 1. Amplificacion del gen mitocondrial COI de muestras larvales de S. frugiperda obtenidas con el método del
de extraccion CTAB 3%, mediante PCR con el par de primers JM76 F/ JM77R. Carriles 2-5, insectos colectados en
cultivo de maiz de Sinaloa; carril 6-10, insectos colectados en cultivo de maiz de Sonora carriles 11-15 insectos
colectados en maiz en Baja California; (-) control negativo (agua); (carril 1) control positivo; carril 1-kb plus,
marcador molecular 1-kb plus, DNA ladder de Invitrogen. gel de agarosa al 2%.

Se obtuvieron resultados positivos con respecto a la digestion en los cultivos de maiz y sorgo
de los insectos colectados en los diferentes estados, siendo el mismo patron caracteristico del
biotipo maiz para todas las muestras, al observar los fragmentos correspondientes de 497 y 72pb,
este ultimo fragmento de ADN a pesar de ser dificil de detectarlo por ser tan pequetio (Vélez-
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Arango et al. 2008), se logroé observar en todas las muestras. No se encontr6 la presencia del
biotipo arroz, por lo tanto, se puede confirmar la presencia del biotipo Maiz en cultivos de maiz y
sorgo en los insectos colectados de los diferentes estados.

En general, los resultados de esta investigacion coinciden con los obtenidos por Vélez-Arango
et al. (2008) y Muria et al. (2015), donde ellos encuentran una asociacion entre la planta y el
hospedero, por lo que el biotipo maiz es principalmente encontrado en cultivo de maiz, seguido
por sorgo; sin embargo, es importante tener en cuenta la asociacion a la planta huésped en el
biotipo de maiz y en el biotipo arroz no es exclusiva, debido a que el biotipo arroz también se
puede encontrar en el cultivo de maiz, sorgo y pastos (Cafias-Hoyos et al., 2014). Estos
resultados indicaron que S. frugiperda biotipo maiz son consistentes en su preferencia por la
planta hospedera de maiz (Murua 2015); sin embargo, también se ha encontrado este biotipo en
cultivos de sorgo y algodon (Nagoshi et al. 2007, Vélez-Arango et al. 2008), para el caso del
biotipo arroz, se ha reportado preferentemente en cultivos de arroz y en el pasto Bermuda
(Pashley, 1986) (Cuadro 1y Figura 3)

Cuadro 1. Biotipos de S. frugiperda en plantas de maiz y sorgo en diferentes estados de México
Identificacion mediante
restriccion con Msp |

No. De individuos

Estado colectados/ ind. Cultivo - , -
analizados Biotopo maiz  Biotopo arroz
997-72 (pb) 569 (pb)

Sinaloa 450/125 maiz 122
100/30 sorgo 30 0
Sonora 200/80 maiz 80 0
sorgo 30 0
Chihuahua 50/30 maiz 30 0
Baja california 30/30 maiz 30 0
Coahuila 20/20 maiz 20 0

M 1 2 3 4 5 67 8 910111213141516 17 18 19

M 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38

497 pb

72pb —

Figura 2. PCR-RFLP del gen COI (569 pb) y sus respectivas digestiones con la enzima Msp | (497 pb y 72 pb).
Carriles 1-6 insectos en maiz de Sinaloa, carriles 7-12 Muestras de maiz de Sonora; Carriles 13-17 insectos de
Chihuahua; carriles 18-23 insectos de maiz en Coahuila, carriles24-29 insectos de baja california; 30-38 insectos en
sorgo de Sinaloa y Sonora., que presentan digestion (biotipo de maiz). M: Marcador de Peso Molecular de 1kb plus
(Invitrogen).

Las secuencias obtenidas de 569 pb de los insectos de S. frugiperda colectados en los
diferentes estados mostraron una similitud del 99.2 al 98.9% con el biotipo Maiz reportado en
Estados Unidos y Canada, y un 97.3 a un 99.0% con el biotipo arroz, observandose una similitud
mas alta al biotipo maiz en los insectos colectados en Sinaloa y Coahuila (Figura 3)
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Figura 3. Arbol filogenético construido por el método de alineamiento de secuencias (CLUSTAL W) del gen COI
mitocondrial de S. frugiperda obtenidos en este trabajo, y reportadas el GenBank por otros investigadores.

CONCLUSIONES

Mediante RFLP-PCR del gen COI se identifico al biotipo maiz en S. frugiperda colectados en
maiz y sorgo.

Se confirm6 la presencia del biotipo maiz en S. frugiperda en cultivos de maiz y sorgo en
Sinaloa, Sonora, Chihuahua y Baja California observandose una similitud entre 98 - 99.2 % con
biotipo maiz comparados con Canada y EU.
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