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Resumen

Chloridea virescens es una plaga de importancia econémica en el
continente americano, la cual es dificil de controlar por presentar resistencia
a los insecticidas sintéticos. Por esta razén el objetivo de este estudio
fue reproducir una colonia del insecto bajo condiciones de laboratorio
mediante un modelo biotecnolégico, basado en su ciclo de vida, para
mejorar su control. A partir del modelo implementado, los individuos
desarrollaron ocho generaciones a lo largo de un afo, con ciclo de vida de
44.8 + 1.24 dias. Los huevos eclosionaron a los 3.5 + 1 dias. Las larvas y las
pupas se desarrollaron en 22.4 + 1.86 y 9.2 + 2 dias, respectivamente. La
superviviencia del adulto fue de 6.7 £ 1 dias. Este estudio propone el primer
modelo biotecnoldgico para la reproduccién de una colonia de C. virescens
y aporta informacidn valiosa para su reproduccion en laboratorio.
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Abstract

Chloridea virescens is a pest of economic importance in the american
continent, which is difficult to control due to its resistance to synthetic
insecticides. For this reason, the objective of this study was to reproduce an
insect colony under laboratory conditions using a biotechnological model,
based on its life cycle, to improve its control. As of the implemented model, the
individuals developed eight generations over a year with a life cycle of 44.8
+ 1.24 days. The eggs hatched at 3.5 = 1 days. Larvae and pupae developed
in 22.4 £ 1.86 and 9.2 + 2 days, respectively. Adult survival was 6.7 + 1 days.
This study proposes the first biotechnological model for the reproduction of a
C. virescens colony and provides valuable information for its reproduction in
laboratory..
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INTRODUCCION

Chlorideavirescens (F.) (Insecta: Lepidoptera: Noctuidae)
= Heliothis virescens es un insecto polifago, reportado como
plaga principal en el cultivo del algodonero (Gossypium
hirsutum L.), y hospedero en tabaco (Nicotiana tabacum L.),
tomate (Solanum lycopersicum L.), soya (Glycine max L.) y
garbanzo (Cicer arietinum L.) [1], [2], [3]. Las larvas recién
emergidas se alimentan de hojas y flores, y a medida que
crecen se mueven a las fructificaciones; donde causan
perforaciones de aproximadamente 0.5 cm de diametro,
lo que incrementa el riesgo de enfermedades y afecta
en forma directa la calidad de la fibra, principalmente en
consistenciay color [2]. Debido a su voracidad, son capaces
de causarel 100% en pérdidas econémicasen elalgodonero
[2]. En tabaco se estiman perdidas por alrededor de $1,920
dolares por hectérea [3]. En garbanzo es considerado la
plaga de mayor incidencia en el continente americano
[4], [5]. El control de las larvas se realiza mayormente con
insecticidas quimicos sintéticos, cuyo costo representa
hasta el 50% de los costos de produccion del cultivo [2].

El ciclo de vida de C. virescens tiene una duracion
estimada de 33-46 dias, en consecuencia, durante el
ciclo del cultivo puede desarrollar aproximadamente
dos generaciones, lo que le permite incrementar sus
poblaciones y ocasionar severos dafnos en el rendimiento
del cultivo [4], [5], [9]. Su ciclo estacional inicia de marzo
a mayo. Durante el verano pueden ocurrir cuatro o cinco
generaciones, seguido por un periodo de hibernacién de
septiembre a noviembre en estado de pupa [8]. Un aspecto
relacionado con la supervivencia de C. virescens es la
preferencia del insecto por plantas silvestres, las cuales son
fuente de alimentacion de estas poblaciones que hibernan
a través de todo el afio [1]. Por esta razdn, el conocimiento
del ciclo estacional y el ciclo de vida de C. virescens, son
importantes, debido a que de su estudio y comprension se
pueden desarrollar estrategias para el control de la plaga
mediante el conocimiento de su reproduccion.

Una propuesta novedosa que puede contribuir a
la comprensiéon de los aspectos reproductivos de este
insecto, es el uso de un modelo biotecnolégico para su
reproduccién en condiciones controladas. Otros autores
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han estudiado su ciclo de vida [4], [5], [9], no obstante,
las actividades que involucran la reproduccién de un
colonia de C. virescens, no han sido reportados de manera
estructural, por lo que este estudio propone el primer
modelo biotecnolégico para la reproduccion de una
colonia de C. virescens bajo condiciones de laboratorio.

OBJETIVO

Lasinfestacionesde C.virescensen cultivosagricolasson
dificiles de controlar con insecticidas quimicos sintéticos,
debido a su capacidad para desarrollar resistencia a este
tipo de productos [2], [3]. Una alternativa valiosa para el
manejo integrado de esta plaga implica conocer aspectos
de su reproduccion para estimar la duracion de los estados
de desarrollo de su ciclo de vida, con el fin de disefar
estrategias para su control. Por lo anterior en el presente
estudio se validé un modelo biotecnolégico para el
desarrollo de una colonia de C. virescens bajo condiciones
de laboratorio, que integra los cuatro estados de desarrollo
(Huevo-Larva-Pupa-Adulto) en el ciclo de vida del insecto.

MATERIALES Y METODOS

El trabajo se efectud en el periodo comprendido de
febrero de 2018 a marzo de 2019 en el Laboratorio de
Bioinsecticidas perteneciente al Centro Interdisciplinario
de Investigacion para el Desarrollo Integral Regional
Unidad Sinaloa (CIIDIR-IPN). Se recolectaron larvas de C.
virescens de los Ultimos instares en cultivos de garbanzo
ubicados en Guasave Sinaloa, situado a 25°34'2.8" N y
108°28.054'0 a 15 msnm (Figura 1).

Figura 1. Colecta de larvas en cultivo de garbanzo. a)
Larva de ultimo instar (L5: 26 mm de longitud) de C.
virescens colectada en fruto de garbanzo, b) Larva (L5)
de C. virescens alimentandose de hojas y flores de una
planta de garbanzo, c) Cultivo de garbanzo
en Guasave Sinaloa.
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El seguimiento del desarrollo del ciclo de vida de C.
virescens se hizo mediante un modelo de reproduccion con
especificaciones biotecnoldgicas, disefiado a partir de los
cuatro estados de desarrollo de C. virescens (Figura 2).
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Figura 2. Modelo biotecnoldgico para la reproduccién
de una colonia de C. virescens en laboratorio.

Las larvas recolectadas en campo (200 especimenes)
se colocaron individualmente en bolsas de papel para su
transporte. En el laboratorio se lavaron con agua destilada
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para retirar restos de suelo, vegetales y excrementos.
Enseguida se individualizaron en recipientes de
polipropileno con tapa (30 ml) y se alimentaron con 5 -10
g de la dieta ICRISAT Diet 3 [10], modificada con aceite de
soya, germen de trigo y harina de maiz. En evaluaciones
preliminares realizadas en nuestro grupo de investigacién
con la cria de C. virescens, se demostré que el aceite de
soya es altamente preferido como un fagoestimulante
por las larvas de C. virescens. De modo similar, el germen
de trigo y la harina de maiz poseen buena palatabilidad
para el insecto y proporcionan alta consistencia a la dieta.
Ademas, los tres componentes son fuentes importantes de
nutrientes para el desarrollo de las larvas (Tabla 1).

Tabla 1. Dieta artificial para alimentar
una colonia de C. virescens

Harina de maiz 1209
Germen de trigo 559
Levadura de cerveza 35¢g
Acido ascérbico 359
Acido sérbico 1.1g
Metilparabeno 2249
Agar bacteriolégico 159
Vitaminas hidrosolubles 15 ml
Aceite de soya 15 ml
Agua destilada 700 ml

Agregar el agar en 500 ml de agua destilada y llevar a punto de
ebullicion. En una licuadora industrial agregar 200 ml de agua des-
tilada mas los ingredientes sélidos y mezclar por 3 min. Enseguida
se anade la solucién de agar, las vitaminas y el aceite. De nuevo
mezclar por 8 min. Finalmente vaciar la mezcla en un molde y ta-
par. Cuando gelifique cortar en cubos de 1 cm? o aproximadamen-
te 5-10 g y almacenar en bolsas de cierre hermético a 4 °C.

EPISTEMUS | 9



La colonia de insectos se mantuvo bajo condiciones controladas en
camara de crecimiento a 28 °C + 1 °C, humedad relativa de 80 + 5% y
fotoperiodo de 14:10 horas de luz:oscuridad. El mantenimiento de la
colonia se realizd cada dos dias y consistié en limpiar los excrementos
y colocar una porcion de dieta fresca [11]. Cuando las larvas se
transformaron en pupas se pesaron con ayuda de una balanza analitica
(Ohaus, Explorer®), y se midié su longitud en milimetros, utilizando
un calibrador digital (UltraTech®, Mod. H-7352). Enseguida se sexaron
con ayuda de un microscopio estereoscopico (Zeiss Stemi DV4,
Oberkochen, Alemania) diferenciando el sexo a partir de las hendiduras
de la parte ventral de la pupa [12] con el objetivo de formar parejas (60
X+ 60 X) para la reproduccion del insecto. Cada pareja se colocd en una
caja de Petri (60 mm) con una base de algodén humedecido con agua
estéril, a continuacion, cada caja se coloco en la base de una camara
de emergencia disefiada a partir de un contendor cilindrico de PVC
(21 x 15 cm) revestido en su interior con hojas de papel blanco para la
oviposicidn de los huevos y se tap6 con pelicula plastica (Parafilm) por
ambos extremos.

Al momento de la emergencia de los adultos, se realizd6 su
caracterizaciéon mediante claves de Pogue [7]. Los adultos se
alimentaron con una solucién de miel de abeja (10%) en agua destilada,
para esto, se tomo una caja de Petri (60 mm) donde se colocé un trozo
de algodén y se humedecié con 2 ml de la solucién azucarada y se
deposito en el fondo del cilindro. Al inicio de la oviposicidén se contd
el numero de huevos por contenedor y se midié su tamafo. Ademas,
se observé su formay la coloracion, asi como el tiempo de incubacion
hasta la eclosion de las larvas.

Finalmente, las larvas neonatas se recolectaron con un pincel de
pelo natural del No.01y se individualizaron. En el desarrollo de las larvas
se contd el numero y la duraciéon de cada instar observado, también se
midioé su longitud y el tamaio de la capsula cefélica, asimismo se realizo
la caracterizacion de larvas con base en la coloracién y ornamentaciéon
de su cuerpo. Para la segunda generacién (F2) se tomaron 120 larvas
(60 X+ 60K) con el fin de corroborar los datos de cada generacion que la
colonia produjo durante un afo para obtener la validaciéon del modelo.
En cada generacion se registré la duracion de cada estado de desarrollo
del insecto.

Los datos obtenidos de las observaciones de crecimiento
morfoldgico y duracién de los periodos de desarrollo se analizaron con
medidas de tendencia central y dispersion. La informacion analizada se
presenté como promedios mas la desviacién estandar. El andlisis de los
datos se realizé con el programa estadistico SAS® version 9.2.

RESULTADOS

Los adultos obtenidos a partir de las larvas recolectadas en plantas
de garbanzo en Guasave Sinaloa fueron identificados como C. virescens,
basados en la morfologia de la espina protibial, asi como el color y la
formadelasfranjasdesusalasanteriores[7].Losindividuos desarrollaron
ocho generaciones (F1-F8) a lo largo de un afio y concluyeron su ciclo
de vida en 44.8 £ 1.24 dias, bajo condiciones de laboratorio, siguiendo
el modelo de reproduccién propuesto.

Lahembrade C.virescens deposité 130.5 + 13.48 huevos. La cantidad
de huevos a partir de la primera generacion (F1) y hasta la ultima (F8)
varié de 8700 a 6780 unidades. A partir de la generacién F4, la cantidad
de huevos disminuy6 11.11%. En las generaciones siguientes; F5-F6-F7
y F8, la disminucion fue de 0.78, 3.94, 7.88 y 7.38%, respectivamente. El
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No. Huevos

color observado en los huevos fue blanco-crema de forma
ovoide con notables estrias longitudinales. Su tamafio
midié 0.52 + 0.012 mm de didmetro por 0.50 + 0.006 mm
de longitud. El tiempo de eclosion fue de 3.5 = 1 dias
(Figura 3).

8820

9000 - 8700

8640

8500 -
8000 - 7680 7620
7500 A
7000 A 6780

6500 -

6000 ; . . . . . .
F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8

Generacion

Figura 3. Numero de generaciones y cantidad de huevos
de C. virescens producidos a lo largo de un aiio
mediante la implementacion del modelo biotecnoldgico
para la reproduccion de una colonia de c. virescens en
de laboratorio.

El tiempo de desarrollo de las larvas fue de 22.4 + 1.86
dias. Durante su desarrollo se observaron seis instares, con
diferentes medidas de longitud y dias de duracién (Tabla
2).
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Tabla 2. Longitud de larvas y ancho de las capsulas
cefalicas de cada instar de C. virescens y la duracion de
su tiempo de desarrollo.

Longitud® Ancho de capsula D .2
e uracion
cefélica*
Media = DE (Dias)
(mm) Media £ DE (mm)

L1 1.6 + 0.005 0.35+0.011 29
L2 4.2+0.010 0.63 +0.008 2.3
L3 8.5+ 0.008 0.80+0.013 1.9
L4 18.6 £0.012 1.20 £ 0.004 25
L5 249 +0.018 1.65 £ 0.009 5.8
L6 32.0 £0.021 2.10 £ 0.001 7.0

*Los datos de la longitud de larvas y el ancho de las capsulas ce-
falicas fueron obtenidos con ayuda de un calibrador digital (Ultra-
Tech®, Mod. H-7352) y un microscopio estereoscopico (Zeiss Stemi
DV4, Oberkochen, Alemania).

Las larvas L1 (2.9 dias) presentaron coloracién blanco
hialino con cabeza marrén oscuro, con notables pinaculos
y sedas en abdomen y térax. En el instar L2 (2.3 dias) fueron
capaces de producir pequenos orificios en la dieta artificial.
En elinstar L3 (1.9 dias) se observé cambio en la coloracion
de manera gradual de blanco hialino a tono marrén
oscuro con pronunciamiento de los pindculos y ligera
aparicion de tres franjas oscuras sub-dorsales y una franja
subespiracular de color blanco amarilloso. En este instar la
movilidad y la ingesta de dieta fue en aumento, logrando
abrir pequenas cavidades en el sustrato alimenticio. En el
instar L4 (2.5 dias) las tres franjas oscuras se acentuaron.
Ademas, la ingesta alimenticia fue voraz. Las larvas de
los instares L5 y L6 presentaron color marrén claro en el
cuerpo, con la capsula cefdlica ligeramente mas oscura que
el cuerpo. En el instar L5 (5.8 dias) sus movimientos fueron
mas lentos y hubo disminucién en la ingesta de alimento.
Finalmente, en el instar L6 (7.0 dias) eventualmente dejaron
de alimentarse y se ubicaron bajo el sustrato alimenticio,
donde se trasformaron en pupas.
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Las pupas pesaron 11.3 £ 2 gy midieron 18 £ 2 mm de longitud
con tiempo de duracién de 9.2 + 2 dias hasta la emergencia de los
adultos.

El adulto se caracterizd por presentar coloracion marron-
amarilloso, con tres franjas trasversales de color ocre-verde en sus
alas anteriores. El periodo de supervivencia de los adultos fue de 6.7
+ 1 dia (Figura 4).

Figura 4. Reproduccidn de C. virescens mediante un modelo
biotecnolégico. a) Larva de instar L2; color blanco-hialino con
acentuacion marrdén oscuro en su cabeza. b) Larva de instar L5;
alimentandose con dieta artificial. ¢) Larva de instar L6: tres
franjas sub-dorsales acentuadas de color oscuro y sedas
notables. d) Larvas en incubacion con dieta artificial. e) Pupas
incubadas en sustrato de algodén humedecido con agua
destilada. f) Adulto de C. virescens; coloracién marron-
amarilloso, tres franjas transversales de color ocre-verde en las
alas anteriores.

DISCUSION

Para la validacion del modelo se tomé como base el ciclo
de vida de los individuos de una generacion (F1) el cual inicia
con la postura de huevos vy finaliza cuando las hembras adultas
provenientes de dichos huevos depositan sus propios huevos. La
poblacién de estudio desarrollo ocho generaciones (F1-F8) en un
ano. Capinera en 2018, menciona que en condiciones de campo, C.
virescens produce de cuatro a cinco generaciones durante el verano
[8]. Pérezy Suris en 2012, informarén que durante el ciclo del cultivo
del garbanzo, esta especie logra desarrollar dos generaciones con
posibilidades de incrementar sus poblaciones y generar dafos
en el rendimiento del cultivo [5]. Esta situacién indica el estatus
y el potencial del insecto como plaga en cultivos de importancia
econdmica.

En este mismo sentido, el potencial de la plaga es influenciado
por la capacidad de las hembras para ovipositar, dado que en
condiciones naturales son capaces de producir de 300 a 500 huevos
[8]. En nuestros resultados la hembra de C. virescens depésito 130.5
+ 13.48 huevos. Estos resultados difirieron de los reportados por
Pérez y Suris en 2012, quienes informaron de 392 + 207 huevos
por hembra [5]. Esta diferencia en la cantidad de huevos producida
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podria deberse a la diferencia de tamafo en las camaras
de emergencia utilizadas en nuestro estudio y a la forma
del disefio del sustrato para la oviposicion de los huevos,
la cual se realiz6 de manera directa en las hojas blancas
adheridas a las paredes del cilindro.

A partir de la cuarta generacion (F4) se observéd
disminucion en la cantidad de huevos ovipositada. Este
fenomeno es atribuido al cruzamiento de progenitores
emparentados que ocasionan incremento en la
consanguinidad o endogamia [13]. En nuestro estudio,
la dismunicién de huevos podria deberse al hecho de
reproducir la colonia con insectos provenientes de la
misma cria de manera constante. Garcia y Bojérquez
en 2019, recomiendan continuar la reproducciéon de la
colonia, renovando la descedencia mediante nuevas
colectas del insecto, para evitar la endogamia [11]. No
obstante, de acuerdo a lo reportado por estos autores, la
cantidad de huevos obtenida en este estudio, es adecuada
para la reproduccion de colonias de insectos utilizados en
investigaciones cientificas.

La cantidad de instares fue similar a lo informado por
Alvarez y colaboradores en 2010 y Méndez en 2003 [4],
[9]. Sin embargo, Capinera en 2018, menciona que en
condiciones de campo, esta especie puede desarrollar
hasta siete instares [8]. En nuestro estudio, durante las
generaciones producidas se registré la misma cantidad de
instares, lo cual fue corroborado mediante la medicién de
las capsulas cefélicas en laslarvas [5]. La duracién del estado
de pupa fue ligeramente menor a lo reportado por Alvarez
y colaboradores en 2010 y Méndez en 2003 [4], [ 9]. La
diferencia podria deberse al método disefado en nuestro
modelo para incubar las pupas, las cuales fueron colocadas
en un sustrato de algodén con humedad superior al 80%,
proveida adicionalmente con la atomizacién de agua
destilada cada veinticuatro horas.

Los adultos de C. virescens reproducidos en este estudio
presentaron las mismas caracteristicas de ornamentacion
reportadas previamente por Alvarez et al. en 2010, Pérez y
Suris en 2012, Capinera en 2018 y Méndez en 2003 [4], [5],
[8], [9], cuyas descripciones coinciden con las informadas
por Pogue en 2013 [7].

El estudio de la reproduccién de colonias C. virescens
bajo condiciones controladas mediante un modelo
biotecnolégico a partir de su ciclo de vida, pardmetros
ambientales, alimento artificial y mantenimiento de
estandares de reproduccion, genera informacién valiosa
para el manejo integrado de esta plaga. Esta informacién
permitiria predecir en qué momento C. virescens se
presenta en el cultivo, asi como cudndo se alimenta,
reproduce y oviposita. El conocimiento sobre el momento
en que ocurren eventos biolégicos importantes de esta
plaga es importante para el desarrollo de estrategias de
control.

CONCLUSIONES

Con base en los resultados de este estudio C. virescens
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presenté un ciclo de vida con duracion de 44.8 + 1.24
dias. Los huevos eclosionaron en 3.5 + 1 dias. Las larvas
y las pupas se desarrollaron en 22.4 + 1.86 y 9.2 + 2 dias,
respectivamente. La superviviencia del adulto fue de 6.7 +
1 dias.

El modelo propuesto produjo ocho generaciones a lo
largo de un aio a partir de larvas recolectadas en campo.
La hembra de C. virescens depositd 130.5 + 13.48 huevos
por camara de emergencia.

Este estudio propone el primer modelo biotecnolégico
para la reproduccién de C. virescens y aporta informacion
para la reproduccion de una colonia del insecto para su
estudio en condiciones controladas.

BIBLIOGRAFIA

[1] J. Molina-Ochoa, W. D. Hutchison, and C. A. Blanco, “Current
Status of Helicoverpa zea and Heliothis virescens within a
Changing Landscape in the Southern United States and
Mexico,” Southwest. Entomol., vol. 35, no. 3, pp. 347-354,
2010.

J. Loera-Gallardo, J. I. Lopez-Arroyo, and M. A. Reyes-Rosas,

“Complejo Heliothis virescens y Helicoverpa zea (Lepidoptera:

Noctuidae),” in Casos de Control Biolégico en México, 1a ed.,

H. C. Arredondo-Bernal and L. A. Rodriguez del Bosque, Eds.

México: Direccién General de Sanidad Vegetal, SENASICA,

pp. 57-74, 2008.

[3] C. A. Blanco, “Heliothis virescens and Bt cotton in the United
States,” GM Crop. Food Biotechnol. Agric. Food Chain, vol. 3, no.
3, pp-201-212, 2012.

[4] U.Alvarez, L. Pérez, M. Gonzalez, J. Gémez, and J. M. Alvarez,
“Biologia de Heliothis virescens (Fabricius) en garbanzo (Cicer
arietinum L.)," Cent. Agricola, vol. 37, no. 3, pp. 89-92, 2010.

[5] J. C. Pérez and M. Suris, “Ciclo de vida y reproduccién de
Heliothis virescens (F.) (Lepidoptera: Noctuidae) sobre
garbanzo,” Rev. Proteccion Veg., vol. 27, no. 2, pp. 85-89, 2012.

[6] J. A. Ruiz Corral et al., Plagas de importancia econémica en
Meéxico: Aspectos de su biologia y ecologia., 1ra ed., INIFAP-
CIRPAC-Campo Experimental Centro Altos de Jalisco, p. 459,
2013.

[71 M. G. Pogue, “Revised status of Chloridea Duncan and
(Westwood), 1841, for the Heliothis virescens species group
(Lepidoptera: Noctuidae: Heliothinae) based on morphology
and three genes,” Syst. Entomol., vol. 38, pp. 523-542, 2013.

[8] J. L. Capinera, “Tobacco Budworm, Heliothis virescens
(Fabricius) (Insecta: Lepidoptera: Noctuidae),” Gainesville, FL
32611, pp. 1-5,2018.

[9] B. A. Méndez, “Aspectos biolégicos sobre Heliothis virescens
(Fabricius) (Lepidoptera:Noctuidae) en la empresa municipal
agropecuaria Antonio Guiteras de la zona norte de la
provincia de las Tunas,” Fitosanidad, vol. 7, no. 3, pp. 21-25,
2003.

[10]M. H. Arévalo and |. Zenner de Polania, “Evaluation of meridic
diets suitable for efficient rearing of Heliothis virescens
(F) (Lepidoptera: Noctuidae),” Rev. U.D.C.A Actual. Divulg.
Cientifica, vol. 13, no. 2, pp. 163-173, 2010.

[11]G. C. Garcia and R. C. Bojérquez, Histologia y patogenicidad
de hongos entomopatdgenos, 1ra ed. México, DF: Instituto
Politecnico Nacional, pp. 90 2019.

[12]M. Walter, “The Life cycle of moths and butterfiflies,’
Rochester Institute of Technology, 1997.

[13]S. H. Tarango-Rivero, “Variacién en la historia de vida de
dos colonias de Harmonia axyridis Pallas (Coleoptera:
Coccinellidae) con diferente tiempo de cria en laboratorio,”
Folia Entomol. Mex, vol. 107, pp. 51-60, 1999.

S

EPISTEMUS | 13



