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Introduccion

Los estudios anteriores demostra-
ron que los adultos de Tecia solanivo-
ra se ven atraidos hacia los compuestos
volatiles de las plantas de papa en estados
de floracién y a los tubérculos. El analisis
quimico de estos olores detecté dos com-
puestos, el metil-fenilacetatoy el sulcaton, que se encuentran en altas canti-
dades tanto en flores como en tubérculos (Karlsson et al., 2009), por lo cual
se seleccionaron estos dos compuestos como potenciales compuestos atra-
yentes de adultos de T. solanivora. En concordancia con esto, los siguientes
experimentos tuvieron como objetivo evaluar el efecto de los compuestos de
flores y tubérculos sobre el comportamiento de machos y hembras en olfa-
témetro y en condiciones de casa de malla. 39 —

Materiales y métodos
Los siguientes estudios se llevaron a cabo durante los afios 2008 y 2009

en el Laboratorio de Control Bioldgico en una casa de malla del Centro de
Biotecnologia y Bioindustria de Corpoica (Mosquera, Cundinamarca).
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Evaluacion de los compuestos volatiles sintéticos de la planta de
papa en olfatdmetro. Los compuestos volatiles previamente seleccionados
por Karlsson et al. (2009) por producir respuestas en antenas del insecto se
evaluaron mediante ensayos en un olfatdmetro de cuatro brazos con el fin de
determinar su efecto sobre el comportamiento de hembras recién emergidas
de T. solanivora.

El metil-fenilacetato y sulcaton se evaluaron en forma individual y com-
binada en el olfatdmetro, para un total de tres tratamientos. Uno de los bra-
zos del olfatometro fue tratado con el compuesto volatil respectivo, y los
brazos restantes constituyeron el control por los cuales circulaba aire limpio.
Se evaluaron dos parametros de medicidn: a) el brazo de eleccién inicial, y
b) el tiempo de permanencia de las hembras en cada brazo. En cada sesion
experimental se colocé una hembra virgen recién emergida de T. solanivora
en la parte central de la cdmara principal del olfatémetro y se evalu6 durante
30 minutos su respuesta comportamental frente al compuesto respectivo o
a la combinacion de estos a la concentracidon de 10 nanogramos contenidos
en un caucho de polietileno tipo farmacéutico, el cual se ubicé en el interior
de la columna seleccionada al azar para cada repeticion. Se establecio un di-
sefio completamente al azar con cinco repeticiones por tratamiento, y cada
repeticion consto de seis hembras. Este experimento se hizo tres veces con el
proposito de obtener datos robustos que permitieran hacer un buen analisis
de los resultados.

Ensayos en casa de malla. En una casa de malla de dimensiones 4 m x
8 m se evaluaron diferentes dosis del compuesto metil-fenilacetato, ya que
este obtuvo las mayores respuestas en antenas del insecto (Karlsson et al.,
2009). Se evaluaron concentraciones de 100 pg, 1 mg y 10 mg de dicho com-
puesto; para ello 100 pL de muestra de cada concentracion se dispenso en
un septo de caucho tipo farmacéutico como material portador. Como tra-
tamiento control se utilizé un septo de caucho con el solvente de dilucion
(hexano analitico de 99% de pureza).

Se colocaron cuatro trampas plasticas dentro de la casa de malla, consis-
tentes en un recipiente plastico con aberturas en ambos lados y en su fondo
agua con detergente, las que fueron cebadas con cada uno de los septos de
caucho impregnados con las concentraciones de volatil previamente deter-
minadas. Como control se utilizaron cuatro trampas con agua jabonosa y
cebadas con cauchos con el solvente de dilucion, el hexano (Figura 19). Los
diferentes tratamientos se dispusieron en un disefio de bloques completos al
azar. Semanalmente dentro de la casa de malla se realizé una liberacion con-
trolada de 150 adultos del insecto (75 hembras y 75 machos) y las trampas
fueron revisadas con una frecuencia de dos veces por semana durante cuatro
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semanas para el registro de machos y hembras capturados en cada trampa
por tratamiento.

Figura 19. Esquema del montaje de casa de malla. a. Disposicion de trampas en la casa de malla; b. deta-
Ile de una trampa de caida. Fotografia: Laboratorio de Control Bioldgico, Corpoica.

Adicionalmente, se evalud el efecto de la combinacién de los dos com-
puestos voldtiles sobre adultos del insecto; para ello se registro el nimero de
adultos capturados en trampas plasticas cebadas con septos de caucho que
contenian la concentracion seleccionada en el ensayo anterior del compues-
to metil-fenilacetato y su respectiva combinacion con tres concentraciones
de sulcatén (100 pg, 1mg y 10 mg) y solo el sulcaton a 10opg. Se utilizaron
tres trampas por cada combinacion, y el control estuvo constituido por tres
trampas con septos de caucho cebados con hexano.

Resultados

Evaluacion de compuestos sintéticos en olfatometro. En los en-
sayos de olfatometro, utilizando compuestos sintéticos, se observo que 12
hembras seleccionaron el brazo del olfatometro que contenia metil-fenila-
cetato, en comparacion con 10 hembras que eligieron el brazo control y 8
hembras que permanecieron en la camara central del olfatémetro (Figura
20). Para el volatil denominado sulcatdn se observé que 13 hembras selec-
cionaron el brazo con este volatil, contra 14 hembras que prefirieron el bra-
zo control y 3 hembras que optaron por la cdmara central del olfatémetro
(Figura 21).

Al evaluarse la combinacion de los dos volatiles metil-fenilacetato y
sulcaton, se obtuvo una preferencia de 1 hembras que escogieron el brazo
con esta mezcla, en comparacion con 14 hembras que escogieron el brazo
control y 5 hembras que se ubicaron en la camara central. En este caso se
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Numero de hembras

Areas del olfatémetro

Figura 20. Primera eleccién de hembras virgenes de T. solanivora en los brazos
del olfatometro cebados con metil-fenilacetato. Barras con la misma letra no presentan
diferencias estadisticas seguin Tukey (a=0,05).
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Figura 21. Primera eleccién de hembras virgenes de T. solanivora en los brazos del olfatémetro cebados
con sulcatdn. Barras con la misma letra no presentan diferencias estadisticas seguin Tukey (a=0,05).

encontraron diferencias significativas para la cdmara central con respecto
al brazo con el volatil y brazo control, pero no entre estos dos tltimos tra-
tamientos.

Para el parametro de tiempo de permanencia no se encontraron diferen-
cias significativas para los compuestos volatiles metil-fenilacetato, sulcaton
o para la mezcla de estos dos. Sin embargo se observé un mayor tiempo de
permanencia por parte de las hembras hacia el brazo con el volatil metil-
fenilacetato y sulcatdn evaluados en forma individual con respecto a los bra-
zos tratados con aire limpio (control) (Figura 22).

Evaluacion de compuestos sintéticos en casa de malla. Al evaluar de
forma individual el compuesto metil-fenilacetato en condiciones de casa de
malla, se observo una mayor atraccion de machos y hembras en las trampas
cebadas con la dosis de 100 pg en comparacion a los demds tratamientos
(Figura 23). Estos resultados permitieron seleccionar la dosis de 100 pg del
metil-fenilacetato para los ensayos posteriores.
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Figura 22. Tiempo de permanencia de hembras virgenes en el brazo
del olfatémetro tratado con el voldtil respectivo y el brazo control.
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Figura 23. Capturas de adultos en trampas cebadas con diferentes concentraciones
del compuesto metil-fenilacetato en casa de malla. Las barras con la misma letra
no difieren estadisticamente segun Tukey (a=0,05).

Durante la evaluacion de diferentes dosis y combinaciones de los com-
puestos volatiles en trampas, se observaron diferencias significativas para las
capturas del insecto obtenidas con los diferentes tratamientos; no obstante,
al discriminar las capturas entre machos y hembras, se encontré una mayor
preferencia de las hembras por la dosis de 100 pg del volatil metil-fenilace-
tato (Figura 24), resultados similares a los obtenidos anteriormente (Figura | 43 —

23).

Se observaron las mayores capturas de adultos del insecto con el com-
puesto metil-fenilacetato a la dosis de 100 pg que cuando este se combiné en
diferentes dosis con el compuesto secundario sulcaton e inclusive cuando
este ultimo se evalud en forma individual a la misma dosis (Figura 24).
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Figura 24. Capturas totales de hembras en trampas cebadas con diferentes mezclas
de los compuestos metil-fenilacetato (Met) y sulcaton (Sul) en casa de malla.
Las barras con la misma letra no difieren estadisticamente (Tukey, a=0,05).
Discusion

Evaluacion de compuestos sintéticos en olfatometro. A diferencia
de los resultados obtenidos para solo el compuesto metil-fenilacetato, cabe
resaltar que cuando se evalu6 la combinacion de los dos compuestos volati-
les es posible que se haya presentado un efecto de repelencia, ya que hubo
un mayor tiempo de permanencia de las hembras en el brazo tratado con
aire (control) que en el tratado con la mezcla de los volatiles (Figura 22). Es-
tos resultados no fueron observados cuando se evaluaron en el olfatometro
los compuestos volatiles por separado, donde en cada caso las respuestas
de atraccion de hembras fueron mayores hacia los brazos tratados con cada
volatil en comparacion con el brazo control (Figura 21).

Se observo que un alto porcentaje de las hembras evaluadas permanecie-
ron quietas o inmdviles en la camara principal del olfatémetro, sin dirigirse
a ningun brazo, lo cual pudo llevar a que no se registraran diferencias sig-
nificativas. También es posible que debido a la complejidad de compuestos
volatiles emitidos por la planta de papa (Karlsson et al., 2009), la hembra
requiera de una mayor cantidad de sefiales para generar respuestas del com-
portamiento, bien sea de atracciéon o de repulsion. Ademas, otros estimulos
tactiles o visuales podrian estar asociados a la respuesta de atraccion de una
especie.

Keiichi et al. (1998) también identificaron el compuesto metil-fenila-
cetato, ademas del 2-feniletanol y un benzil alcohol, como los principales
constituyentes volatiles emitidos de flores de Ligustrum japonicum de la
familia Oleaceae. En este estudio el metil-fenilacetato produjo respuestas
intermedias del comportamiento en Pieris rapae, medidas como respues-
tas positivas en antenas de adultos por la técnica de la electroantenografia
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y como extension de la probdscide, concluyendo que probablemente este
compuesto floral en adicion con otros cuatro son los que contribuyen en
un radio de accion corto a la atraccion del insecto hacia la planta hospedera
para la busqueda de fuentes de alimento. En nuestro estudio otro factor que
pudo influir en los resultados de olfatometria es que las plumas naturales
de olor de un volatil son intermitentes en el tiempo y el espacio, debido a la
direccion y velocidad variable del viento que hace que estas se conviertan en
filamentos discretos intercalados con corrientes de aire limpio. Esta natura-
leza intermitente de una pluma de olor es importante para que los insectos
se orienten a lo largo de la pluma, porque impide la fatiga sensorial y la in-
sensibilizaciéon de los receptores nerviosos de la antena. La estructura tem-
poral y espacial de la pluma proporciona informacion importante respecto
a la distancia y orientacion hacia la fuente emisora (Murlis et al., 1992). En
condiciones de olfatometro, es posible que una hembra sometida a una plu-
ma de olor continua sin paquetes de aire no exhiba ninguna reaccion, debido
a que no puede identificar dichos cambios en la pluma y, en consecuencia,
no se evidencia una respuesta de atraccion.

La utilizacion de hembras virgenes en experimentos de olfatometria se
debe a que con frecuencia estas utilizan a las plantas hospederas para diver-
sos propdsitos aparte de la oviposicidn. Por ejemplo, las hembras pueden
utilizar a las plantas hospederas como lugares de encuentro para la cépula.
Landolt et al. (1999) encontraron que hembras de Trichoplusia ni fueron
atraidas por el sexo opuesto en presencia de su planta hospedera (plantas de
algodon). Esto cobra mayor relevancia, dada la poca movilidad que poseen
las hembras de T. solanivora y en especial si estas se encuentran copuladas
(Lépez-Avila y Rincén, 2006).

Evaluacion de compuestos sintéticos en casa de malla. Estudios de
electroantenografia utilizando antenas de hembras y machos de T. solani-
vora indicaron que las antenas responden a varios sesquiterpenos y mono-
terpenos. Unos de los compuestos que origind las mayores respuestas en
antenas fue el metil-fenilacetato, el cual fue evaluado en la presente inves-
tigacion y que corresponde a un compuesto floral que es liberado en altas
cantidades en las plantas en floraciéon y también liberado por los tubérculos
de papa (Karlsson et al., 2009). Estos autores sugieren que posiblemente
este compuesto facilita una mayor atraccion de las hembras hacia las plantas
en tuberizacién y maduracion en campo, y también posiblemente favorece
la atraccion hacia los tubérculos en condiciones de almacenamiento.

Estudios adicionales de oviposicion demostraron que las hembras de T.
solanivora colocan sus huevos en el suelo con presencia de plantas en flo-
racion completa y en el suelo en plantas que se encuentran en proceso de
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maduracion de tubérculos. Estos autores reportaron que las hembras ovipo-
sitan en el sueloy no en los tallos de las plantas o en el follaje, posiblemente
debido a un efecto repelente de compuestos terpenoides liberados por el
follaje de las plantas, lo cual favorece que las hembras ovipositen en el suelo
o en cercania de los tubérculos, mas no en el follaje o en los tallos (Karlsson
et al., 2009).

Los resultados indican que la mayor atraccion de adultos hacia el volatil
metil-fenilacetato puede obedecer a que este fue aislado de plantas en esta-
do de floracion, en plantas en tuberizacion e inclusive en tubérculos solos,
en tanto que el compuesto sulcaton fue aislado tnicamente del follaje de la
planta de papa (Karlsson et al., 2009). Esto coincide con reportes de litera-
tura que soportan que las hembras de T. solanivora ovipositan la mayoria de
sus huevos sobre la superficie del suelo, muy cerca de la base de los tallos de
las plantas de papa; asi mismo, se ha observado que las poblaciones de este
insecto se incrementan con la floracion del cultivo (Soriano, 2000; Barreto
et al., 2003). Esta etapa fenoldgica del cultivo posiblemente representa un
momento critico para la busqueda de lugares de oviposicion por parte de las
hembras, ya que coincide con la tuberizacion de las plantas. El metifenilace-
tato también ha sido reportado como atrayente de hembras en otros insectos
como el escarabajo de cuernos largos Anaglyptus subfasciatus y Fagus cre-
nata (Kiyoshi et al., 1997; Sakakibara et al., 1998), lo cual sugiere que puede
jugar un papel importante en la atraccion de hembras de muchos insectos
hacia plantas hospederas.

El hecho de que la concentracion mds baja de 100 pg para el compuesto
metil-fenilacetato hubiera sido la preferida por los machos y hembras puede
estar asociada con el hecho de que los receptores nerviosos de las antenas
requieren muy bajas concentraciones de un compuesto para que estos sean
detectados, como es el caso de las feromonas que generalmente se emiten en
cantidades del orden de los nanogramos (Witzgall et al., 2008). Para el caso
de las feromona sexuales de muchas especies de lepiddpteros, se sabe que
altas concentraciones de los compuestos que las integran pueden generar
inhibicion de su comportamiento por mecanismos de saturacion (Miller et
al., 2006), y es posible que lo mismo ocurra con compuestos volatiles emiti-
dos por las plantas hospederas.

Respecto a la mayor respuesta de atraccion y receptividad de los machos
al compuesto metil-fenilacetato, se sabe que la mayoria de las especies de
lepidopteros (incluida T. solanivora) presenta diferencias entre los sexos a
nivel del sistema nervioso para la percepcion de estimulos olfativos. Estas
diferencias pueden estar manifestadas en diferente nimero de receptores
antenales, neuronas de extension o arborizacion de nucleos cerebrales, lo
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cual hace que los machos sean mucho mas sensibles a un gran ntimero de
estimulos de su entorno de orden ambiental o sexual o que reaccionen a di-
ferentes estimulos que las hembras (Kingan y Hildebrand, 1989).

La polilla guatemalteca de la papa es una especie monofaga de este cul-
tivo, por lo que se puede sugerir que presenta una relacidn estrecha con su
planta hospedera. Esto posiblemente se debe a que el insecto desde sus esta-
dos inmaduros se alimenta de los tubérculos de la planta. El comportamien-
to de las hembras en la localizacién de su planta hospedera ha sido objeto de
estudio, con el fin desarrollar metodologias para interrumpir los procesos de
oviposicion, que son vitales para la permanencia del insecto en el cultivo de
papa. En este sentido, la identificacion quimica y la caracterizacion biologi-
ca de las sustancias implicadas en la localizacién de las fuentes de alimen-
tacion permitiran entender el comportamiento de las hembras con miras al
desarrollo de nuevas alternativas de manejo de la plaga tanto en condiciones
de campo como en almacenamiento de semilla de papa.

Conclusiones

Aunque el metil-fenilacetato y el sulcatén fueron unos de los compues-
tos liberados tanto en tubérculos como plantas en floracion en grandes
cantidades, estos no mostraron ser muy efectivos por si solos, ni mezclados
para la captura de hembras de la polilla guatemalteca. El hecho de que los
compuestos sean liberados en grandes cantidades y que muestren una res-
puesta en las antenas de la polilla no significa que estos sean atractivos. En
este caso es posible que estos dos compuestos no sean los responsables de
la atraccion, o que sean estos en combinacion con otros compuestos. Falta
investigacion adicional sobre el uso de compuestos voldtiles para el control
de la polilla guatemalteca. Todavia hay muchas combinaciones de compues-
tos que deben ser evaluadas antes de poder proponer una estrategia para el
manejo de esta plaga.
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