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Resumen

En este estudio realizado en el ETSIAAB de la
Universidad Politécnica de Madrid en 2019, se
evalu6 la capacidad del depredador Chrysoperia
carnea Stephens para discriminar entre larvas de
Spodoptera exigna Hiibner infectadas y no infectadas
con el baculovitus SeMNPV, asi como su
preferencia alimentaria en presencia de una presa
alternativa, el pulgon Macrosiphum  enphorbiae
Thomas. Las larvas de S. exigna fueron infectadas
con la cepa CL95 de SeMNPV mediante una
técnica de alimentacién, y C. carmea tuvo la opcidén
de elegir entre larvas infectadas y no infectadas de
S. exigna en placas de Petrii En un ensayo
separado, también se le ofrecié la opcion de elegir
entre una larva infectada de S. exigua y el pulgén
M. euphorbiae, asi como entre una larva no
infectada de S. exigua y el pulgén. Los ensayos
incluyeron 48 repeticiones para la eleccién entre
larvas infectadas y no infectadas de S. exigua, 40
repeticiones para las larvas de C. carnea eligiendo
entre S. exigna infectada y pulgones, y 46
repeticiones para las larvas no infectadas de S.
exigna y pulgones. Las variables evaluadas fueron
la eleccién del depredador, el tiempo hasta el
primer ataque y el tiempo total de alimentacion.
Los resultados mostraron que C. carnea se
alimenté indistintamente de larvas infectadas o
no infectadas de S. exigna, sin diferencias
significativas en el tiempo de ataque ni en el
tiempo total de alimentacién. Sin embargo, en los
ensayos con presa alternativa, C. carmnea prefirié las
larvas de S. exigua sobre el pulgdn, aunque no se
observaron diferencias en el tiempo de ataque.
Estos hallazgos son relevantes para evaluar la
sinergia entre enemigos naturales y agentes de
control microbiolégico en programas de Gestién
Integrada de Plagas.

Palabras clave: Baculovirus, Chrysoperla carnea,
Spodoptera  excigna,  Macrosiphum  enphorbiae,
noctuidos, SeMNPV.
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Abstract

In this study conducted at the ETSIAAB of the
Polytechnic University of Madrid in 2019, the
predator Chrysoperia carnea Stephens was evaluated
for its ability to discriminate between infected
and non-infected larvae of Spodoptera exigna
Hiibner with the baculovirus SeMNPV,| as well as
its feeding preference in the presence of an
alternative prey, the aphid Macrosiphum euphorbiae
Thomas. S. exigna larvae were infected with the
CL95 strain of SeMNPV using a feeding
technique, and C. carnea had the option to choose
between infected and non-infected . exigua
larvae in Petri dishes. In a separate trial, C. carnea
was also offered the choice between an infected
S. excigua larva and the aphid M. euphorbiae, as well
as between a non-infected . exigua larva and the
aphid. The trials included 48 repetitions for the
choice between infected and non-infected .
exigna larvae, 40 repetitions for C. carnea larvae
choosing between infected . exzgua and aphids,
and 46 repetitions for non-infected S. exigua
larvae and aphids. The variables assessed were
predator choice, time to first attack, and total
feeding time. The results showed that C. carnea
fed indiscriminately on both infected and non-
infected . exigua larvae, with no significant
differences in attack time or total feeding time.
However, in trials with alternative prey, C. carnea
preferred . exignalarvae over the aphid, although
no differences were observed in the attack time.
These findings are relevant for evaluating the
synergy between natural enemies and microbial
control agents in Integrated Pest Management
programs.

Key words: Baculovirus, Chrysoperla carnea,
Spodoptera exigua, Macrosiphum enphorbiae, noctuids,
SeMNPV
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1. Introduccion

Los baculovirus son virus especificos de artrépodos, particularmente de insectos de las
6rdenes Lepidoptera, Himenoptera y Diptera. Son importantes en agricultura por su potencial en
el control biolégico de plagas. Estos virus tienen un genoma de ADN de doble cadena, y su ciclo
de infeccién incluye dos tipos de viriones: ODV (virus derivados de oclusiéon) y BV (viriones
brotados). Los ODV se liberan en el intestino medio del insecto y comienzan la infeccién, mientras
que los BV son responsables de la propagacion secundaria. Los baculovirus se dispersan tanto por
factores bidticos (huéspedes, depredadores, parasitoides) como abidticos (viento, lluvia) y son una
herramienta util en el control de plagas resistentes a insecticidas quimicos (Moscardi et al., 2011;
Beas-Catena et al., 2014; Williams et al., 2017; Boogaard et al., 2018; Rohrmann, 2019).

Spodoptera exigna, conocida como polilla del gusano gris, es una plaga global que afecta a
cultivos agricolas y ornamentales. Sus larvas son las responsables de los dafios a los cultivos, ya
que son voraces herbivoras. Esta plaga tiene una alta tasa de reproduccién y su ciclo de vida puede
completarse en 24 dias. Aunque existen métodos de control, como los insecticidas y los
entomopatogenos, S. exigna ha desarrollado resistencia a varios insecticidas. El control biolégico
con Bacillus thuringiensis y el baculovirus especifico SeMNPV son opciones efectivas (Belda, 1994;
Capinera, 2008; Cuadrado, 2023; Martin-Gil y Alcazar-Albar, 2021).

Chrysoperla carnea es un depredador generalista utilizado en programas de control biologico.
Es voraz, especialmente en su estadio larval, y se alimenta de una amplia variedad de insectos,
como pulgones, acaros y larvas de lepidépteros. Este insecto se utiliza para controlar plagas
agricolas debido a su alta tasa de depredacion, resistencia a pesticidas y capacidad de ser criado en
condiciones comerciales. Ademas, se ha demostrado que puede contribuir a la dispersién de
baculovirus, ya que, al consumir insectos infectados, puede excretar OBs viables o dispersar el
virus fisicamente en las plantas (Tauber et al, 2000; McEwen et al, 2001; Medina et al., 2003; CABI,
2019).

Macrosiphum euphorbiae es un afido conocido por ser un parasito de diversas plantas,
causando dafios al alimentarse de la savia y transmitiendo virus de plantas. Su manejo es importante
en agricultura debido a los dafios que puede causar en cultivos, y la intervencién de depredadores

y enemigos naturales, como C. carnea, puede ayudar a su control (Canedo et al., 2011; Andorno et
al., 2014).

2. Materiales y Métodos

2.1.  Localizacion de la investigacion y materiales bioloégicos utilizados

La investigacion se realizo en los laboratorios de entomologia y de baculovirus de la Escuela
Técnica Superior de Ingenierfa Agronémica, Alimentaria y de Biosistemas (ETSIAAB) de la
Universidad Politécnica de Madrid (UPM) en Espafia durante el afio 2019. Los materiales
biolégicos utilizados, los virus fueron proporcionados por el Departamento de Produccion Agraria
de la Universidad Publica de Navarra (UPNA) correspondiente al Multinucleopoliedrovirus
especifico de Spodoptera exigna (SeMNPV) a una concentracién madre de 1.64 x 10" OBs/mL.
Mientras que los insectos, S. exigna fueron criados de ejemplares proporcionados por la UPNA,
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dichos insectos se mantenian en condiciones controladas de 25 £ 2 ° C, 65% * 10% de humedad
relativa y fotoperiodo de 16:8 h luz: oscuridad. Se colocaron 50 larvas en cajas de plastico de 29 x
19 x 6 cm con rejilla metalica en la tapa para permitir la aireacion, dentro de las cajas se le proveia
de dieta artificial y se alimentaron ad /ibitum. La cria de C. camnea se obtuvo de una colonia de
Agrobio® (Almerfa, Espafia) bajo las condiciones mencionadas anteriormente y los bioensayos se
realizaron a partir de la primera generaciéon de adultos. Las larvas de C. carnea se alimentaron ad
libitum con dieta basada en huevos de Epbhestia kuehniella Zeller (Lepidoptera: Pyralidae) y Artemia
spp. en proporcion de 10 y 50 g respectivamente. La dieta se obtuvo de Koppert® (Berkel en
Rodenrijs, Pafses Bajos). Una vez que fueron llevadas las larvas de C. cammea al Laboratorio de
Baculovirus, se mantenia a los insectos en camaras climaticas y de temperatura Sanyo® a una
temperatura de 25° C * 2 ° Cy con una humedad relativa promedio de 60% * 5% y un fotoperiodo
de 16:8 h luz:oscuridad. Los pulgones de M. exphorbiae utilizados en el experimento fueron
suministrados por el laboratorio del Departamento de Proteccion Vegetal del Instituto de Ciencias
Agrarias (CSIC)

2.2 Bioensayo de eleccion entre larvas no infectadas e infectadas de S. exigua con
SeMNPV 3 d.p.i.

El bioensayo de eleccion se realizé con 48 repeticiones, cada una con una larva no infectada
e infectada de S. exzgua con el baculovirus SeMNPV y una larva de C. carnea. Las larvas L2 infectadas
(<24 h desde la muda) se inocularon con la CLys de SeMNPV. La inoculacion se realizé mediante
la técnica de ingestion utilizada por Hughes y Wood (Fig. 1), dichas larvas fueron privadas de
alimentacion las 24 h previas a la inoculacion. Para el bioensayo, grupos de 45 larvas se alimentaron
ad libitum durante 10 minutos con una gota basada en una soluciéon de sacarosa al 15%
(peso/volumen) a la que se agregaron 250 ul de colorante azul alimenticio ProGel ® como
indicador, con la Clos de SeMNPV a 1,9 x 10° OBs/mL(Gutiérrez et al., 2020) . Antes del
bioensayo, las larvas de S. exigua se mantuvieron en ayuno durante 24 h. La evolucién de la
enfermedad se llevé a cabo en larvas de S. exigua y de 3 d.p.i. (dias post-inoculacién). Las larvas no
infectadas de S. exigna nunca estuvieron en contacto con el virus. En este estudio experimental, se
utiliz6 una placa de Petri de 100 x 15 mm como unidad de ensayo para evaluar la respuesta de
Chrysoperla carnea (larva 1.3) frente a Spodoptera exigna (larvas no infectadas y larvas infectadas con
baculovirus). El disefio experimental consistié en la impresiéon de hojas con cuatro formas
circulares de tamafo similar a las placas de Petri, cada una dividida por una linea central, donde se
asignaron las leyendas "LS" (Larvas “Sanas” no infectadas) y "LI" (Larvas Infectadas). Sobre cada
area correspondiente se coloc6 una larva no infectada de S. exigna y una larva infectada con
baculovirus (3 dias post infeccion, d.p.i.). Posteriormente, se coloco una larva 1.3 de C. carnea en el
centro de la placa, que habia sido previamente mantenida en ayuno durante 24 horas para facilitar
su elecciéon. El experimento fue monitoreado por tres observadores, quienes verificaron
simultineamente cuatro placas de Petri. Las observaciones se realizaron en intervalos de 30
minutos para evaluar la respuesta de las larvas de C. carnea. Si no se obtenia una respuesta durante
el tiempo estipulado, se registraba como "sin respuesta”. Este enfoque experimental permitié
estudiar las preferencias de C. camea en la eleccion entre larvas no infectadas e infectadas de S.
exigna. Las variables evaluadas fueron la eleccion de C. carnea, el tiempo del primer ataque y el
tiempo total de alimentacion, el cual se contabiliz6 hasta que la larva de C. carnea liberd el
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tegumento de la larva de . exzgna de sus mandibulas o cuando se observé que la larva de S. exigna
quedaba totalmente consumida excepto el tegumento.

Figura 1l

Larva de Spodoptera exigua con coloracién azul debido a la técnica de ingestion utilizada por
Hughes y Wood (1981).

2.3.  Bioensayo de eleccidon con presa alternativa

Se realizaron 40 repeticiones para la eleccion de C. carnea entre larvas de S. exigna infectadas
con el baculovirus SeMNPV 3 d.p.i. que fueron inoculadas con la CLos y el adulto del pulgén M.
euphorbiae. Paralelamente a ese ensayo se realizaron 46 repeticiones de eleccién de cada larva de C.
carnea entre larvas de S. exigna no infectadas y un adulto de M. eumphorbiae. En ambos casos, las larvas
fueron inoculadas con la técnica de ingestion de gota descrita y también se mantuvieron sin
alimentos durante 24 horas previas a la inoculacién. En este caso, las variables que se tomaron en
cuenta fueron la eleccién por parte del depredador y el tiempo del primer ataque sin tenerse en
cuenta el tiempo de alimentaciéon debido a que se considera no tener importancia por ser diferentes
en tamano la larva de . exigna y el adulto de M. enphorbiae.

2.4. Analisis estadisticos

Los resultados obtenidos de la eleccién se analizaron mediante una prueba de »° y los
resultados del tiempo de primer ataque y tiempo de alimentacion se analizaron mediante un
ANOVA con el paquete estadistico Statgraphics Centurion XVIII versiéon 18.1.06 (Statpoint
Technologies Inc. Warrenton, Virginia, US).

3. Resultados y Discusion

3.1.  Bioensayo de eleccidn entre larvas no infectadas e infectadas de S. exigua por parte
de larvas L3 de C. carnea

Los resultados obtenidos indican que las larvas de C. carnea son capaces de atacar larvas no
infectadas e infectadas de . exigua. De acuerdo con las observaciones de 30 min, del bioensayo de
eleccion realizado con C. carnea y larvas de S. exigua no infectadas e infectadas con la Clos de
SeMNPV con 3 d.p.i. como presa, no mostraron diferencias significativas entre los tratamientos
para la eleccion (x* = 0,758; df = 1; P = 0,95). Asi, 22 ataques fueron contra larvas no infectadas,
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mientras que, para las larvas infectadas, se registraron 20 ataques respectivamente. Para el tiempo
del primer ataque no se registraron diferencias significativas (FF' = 0,23; df = 1; 40, P = 0,6358),
entre el tiempo del primer ataque hacia larvas no infectadas que fue de 8,75 min y las larvas
infectadas con 9,96 min, respectivamente (Fig. 2). Los histogramas se basan en observaciones
(repeticiones) de 30 minutos de 42 ataques de C. carnea, que fueron las que tuvieron respuestas
favorables en ataques a las larvas disponibles en el ensayo. Para el caso del tiempo de alimentacion,
no se registraron diferencias significativas entre los tratamientos (F' = 3,15; df = 1; 40, P = 0,0834),
con un tiempo de alimentaciéon de 13,76 min para larvas no infectadas y 9,91 min para larvas
infectadas, respectivamente.

Figura 2

Tiempo de primer ataque para larvas infectadas con Clos de SeMNPV 3 dpi y no infectadas de S.
exigna a partir del bioensayo de eleccion realizado con C. carnea.
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Lo que nos indican los resultados obtenidos es que la larva de C. carmea no es capaz de
discriminar una larva infectada de una no infectada por el baculovirus, sino que ataca a la presa
que atrapa de casualidad y sin oponer demasiada resistencia, aunque en algunos casos no ataco a
ninguna larva independientemente a fueran las infectadas o no infectadas.

El depredador generalista C. carnea presenta una gran variedad de presas y se puede
encontrar en sistemas agricolas contribuyendo a la regulacién de la poblacion de algunas plagas
(Tauber et al., 2000; McEwen et al., 2001), motivo por el cual fue seleccionado como organismo
no objetivo en esta investigaciéon. Es también un depredador muy utilizado debido a su facil
reproduccién en condiciones de laboratorio ademas de su disponibilidad comercial muy amplia
(Wang y Nordlund, 1994; Daane et al., 1998). Otra razén de suma importancia es debido a que la
utilizaciéon de baculovirus para control biolégico de plagas representa una alternativa sostenible
utilizada en gran parte del mundo (Slavicek, 2012; Clem y Passarelli, 2013; Song et al., 20106). Las
larvas de . exigua infectadas que se ofrecieron a las larvas 1.3 de C. carmea presentaban un alto nivel
de infeccién, debido a que se intent6 simular un escenario de condiciones a campo, en el cual, C.
carnea podria atacar y alimentarse exclusivamente de larvas infectadas, una vez que se hubiera
llevado a cabo la aplicacién inundativa de estos baculovirus, y por su parte, las larvas no infectadas
que se ofrecieron a las larvas de C. carmea no tuvieron contacto alguno con los baculovirus hasta el
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momento de la realizacion del ensayo. Las larvas que fueron previamente alimentadas con CLos de
SeMNPV y 3 d.p., permanecieron con vida hasta la realizaciéon del ensayo, aunque era posible
detectar efectos propios de la infeccién por baculovirus, como son la inhibicién del desarrollo
larvario (Han et al., 2015) palidez, movimientos deambulatorios y pérdida del apetito, siendo estos
sintomas tipicos derivados de la infeccién por baculovirus (van Houte et al., 2012; Han et al., 2015).
En las pruebas de eleccion, se demostré que las larvas de C. carmea no mostraron preferencia alguna
por larvas no infectadas o infectadas de S. exigna, que coinciden con los resultados obtenidos por
Boughton et al. (2003), quienes determinaron la eleccion de C. carnea en presas no infectadas o
infectadas con dos cepas de baculovirus, una de las cuales fue obtenida de campo y la otra fue
genéticamente modificada (AcMLF9 y AcMNPV C6), 29 respectivamente, sin tener preferencia
por ninguna de las presas. Esto es debido al comportamiento depredador de las larvas de C. carnea,
que consiste en la constante busqueda de presas cuando estan hambrientas. En estas condiciones,
la busqueda va en aumento a medida que aumenta la inanicién (Sengonca et al.,, 1995), y el
descubrimiento de estas posibles presas ocurre al azar, indistintamente de si la presa esta sana o
infectada, aunque puede estar ligeramente estimulada por compuestos dulces de insectos
chupadores, savia o escamas de lepidopteros, siempre y cuando estemos hablando de una distancia
reducida. Todas esas razones condicionan la identificacion de la presa por contacto o la antena,
seguido por la exploracion de las mandibulas hasta lograr un reconocimiento quimico positivo
(Canard, 2001). Estos resultados en cambio no coinciden con los resultados obtenidos por
Clemente-Pérez et al., 2018, en donde encontraron que las larvas de C. carmea tuvieron una cierta
preferencia hacia las larvas infectadas con el baculovirus de Awticarsia gemmatalis. Sus bioensayos
fueron realizados con el Nucleopoliedrovirus de A. gemmatalis con 24 horas post-inoculacion (p.i.),
48 horas p.i. y 72 horas. p.., sin preferencia en el ensayo de 24 horas p.i., y en los dos restantes
con una cierta preferencia por las larvas infectadas. Los autores no dan ninguna explicacion
razonable de los resultados de su experimento. Estos resultados difieren también de los obtenidos
por Castillejos et al. (2001), los cuales mencionan que las larvas de Chrysoperia rufilabris Burmeister
(Neuroptera: Chrysopidae) tuvieron preferencia por atacar a larvas no infectadas de Spodoptera
frugiperda . E. Smith (Lepidoptera: Noctuidae) probablemente porque las larvas no infectadas eran
mas vigorosas, por tanto, mas evidentes para el depredador en comparacién con las infectadas con

el baculovirus.
3.2.  Bioensayo de eleccion entre larvas infectadas de S. exiguay M. euphorbiae

Los resultados indican que las larvas de C. carnea son capaces de atacar larvas infectadas de
S. exigna y adultos apteros de pulgén. En base a las observaciones realizadas de 30 minutos en el
bioensayo de eleccion, realizado de la misma manera con larvas L3 de C. carnea y con larvas de S.
exigna infectadas con la CLos de SeMNPV con 3 d.p.. y adultos apteros M. euphorbiae, mostraron
diferencias significativas entre los tratamientos, registrandose 33 ataques hacia S. exigua infectada
y 7 hacia el pulgén (7 = 9,448; df = 1; P = 0,0021). En el caso del tiempo de primer ataque, no se
reportaron diferencias significativas entre los tratamientos evaluados (FF =1,44; df = 1; 38, P =
0,2381), con un tiempo de primer ataque de 7,6 min para larvas infectadas, mientras que, para el
caso de M. euphorbiae, el tiempo de primer ataque fue de 11,6 min (Fig. 3).
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Figura 3

Tiempo del primer ataque entre larvas 1.3 de C. carnea hacia larvas de . exigna infectadas con la
CLosde SeMNNPV 3 d.p.i. y adultos de M. exphorbiae
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3.3. Bioensayo de Eleccion entre larvas no infectadas de S. exiguay M. euphorbiae

Los resultados indican que las larvas de C. carea son capaces de atacar larvas no infectadas
de S. exigna y adultos apteros de pulgdn. Segin las observaciones realizadas de 30 minutos en el
bioensayo de eleccion, realizado con larvas L3 de C. carnea y larvas de S. exigna no infectadas y
adultos apteros M. euphorbiae, mostraron diferencias significativas entre los tratamientos, dando
como registro de ataques 34 para . exigna no infectada y 12 para el pulgén (x° = 5,580; df = 1; P
= 0,0182). En el caso del tiempo de primer ataque, no se reportaron diferencias significativas entre
los tratamientos evaluados (' =1,02; df = 1; 45, P = 0,3171), con un tiempo de primer ataque de
14,1 min para larvas no infectadas, mientras que, para el caso de M. euphorbiae, el tiempo de primer
ataque fue de 11,1 min (Fig. 4).

Figura 4

Tiempo del primer ataque de larvas 1.3 de C. carmea hacia larvas de . exigua no infectadas y adultos
de M. euphorbiae
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En este bioensayo de eleccion de las larvas 1.3 de C. carnea entre larvas de S. exigua infectada
con SeMNPV 3 d.p.i. y no infectadas con pulgones, los resultados de este trabajo indican que hay
diferencias significativas en la preferencia de presa, en este caso, a favor de las larvas de S. exigua.
Estos resultados coinciden con los obtenidos por Huang y Enkegaard (2010), donde las larvas 1.3
de C. carnea mostraron preferencia de ataque 30 hacia las larvas no infectadas de Pieris brassicae
Linnaeus (Lepidoptera: Pieridae) sobre el pulgdn Brevicoryne brassicae linnaeus (Hemiptera:
Aphididae). Aunque estudios anteriores parecen mostrar que las larvas de lepidopteros no tienen
tan buenas caracteristicas nutricionales para las crisopas como los pulgones, el trabajo de Huang y
Enkegaard (2010), como el de otros autores, demuestra que las larvas de P. brassicae y sus huevos
son ambos de buena calidad para el desarrollo larvario. En nuestro trabajo, los resultados
obtenidos se explican por una mayor movilidad del pulgén en relacion a la otra presa, ya estuviera

ésta infectada o no.

4. Conclusiones

Las larvas 1.3 de C. carnea no son capaces de discriminar entre el consumo de larvas no
infectadas o infectadas de S. exigua con el baculovirus SeMNPV con 3 d.p.i. En nuestro estudio se
demostrd que C. carnea presentd preferencia clara hacia larvas de S. exigna en comparaciéon con
adultos de M. euphorbiae, debido a las caracteristicas bioldgicas del pulgén que dificultan su captura.
Finalmente, estos resultados son importantes en la evaluacioén de las posibles sinergias del uso de
enemigos naturales de plagas (depredadores) y agentes de control microbiolégico dentro de un
programa de Gestion Integrada de Plagas.
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