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Introducciéon

Los compuestos volatiles
de las plantas son aquellos
compuestos quimicos que
son arrastrados por el aire y jue-
gan papeles multiples en la comunicacion con otras plantas, con microorga-
nismos y con animales (Gershenzon y Dudareva, 2007; Schwab et al., 2008).
Aungque estas funciones se entienden a grandes rasgos, cada especie de plan-
ta produce docenas de compuestos quimicos que en conjunto crean su olor
caracteristico. Todavia no es claro si todos estos son esenciales para la planta
y biologicamente activos o si solo son desechos biosintéticos (Berenbaum y
Zangerl, 2008).

Los compuestos volatiles ayudan a los insectos herbivoros a encontrar
sus hospederos; no obstante, dentro de los compuestos que produce la plan-
ta algunos pueden ser atractivos, otros repelentes y muchos pueden ser im-
portantes para el insecto. El balance final entre aquellos atractivos y aquellos
repelentes va a determinar si la planta es o no atractiva para el insecto. Los
estudios recientes, principalmente en polillas, apoyan la idea de que la mez-
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cla de pocos compuestos son responsables de la atraccion hacia el hospedero
(Pifiero y Dorn, 2007; Tasin et al., 2007; Knudsen et al., 2008; Cha et al,,
2008). El conocimiento de los aleloquimicos que guian a la hembra a sitios
adecuados para la oviposicion o alimentacidn es esencial para entender las
interacciones entre la planta y el insecto, y para el desarrollo de nuevas es-
trategias para el control de plagas agricolas (Cook et al., 2007; Witzgall et
al., 2008).

Figura 15. Dispensador de feromonas sintéticos para el control de T. solanivora en la interrupcién de cépu-
la instalado en un cultivo de papa. Fotografia: Laboratorio de Control Bioldgico, Corpoica.

El uso de la feromona producida por la hembra (la cual solo atrae ma-
chos) en el control de polillas, ha sido eficiente cuando se usa para la captura
masiva de machos y para la interrupcién de la cépula. Esta tltima técnica se
basa en confundir a los machos y no permitir el encuentro con las hembras
para copular (Figura 15) (Witzgall et al., 2010). Sin embargo, gran parte del
dafo en los cultivos puede deberse a las hembras previamente copuladas
que migran a los cultivos, haciendo que el control exclusivo de machos no
sea suficiente como estrategia de manejo. Utilizar los compuestos volatiles
atractivos o repelentes de la plantas para alterar el comportamiento de las
hembras virgenes y apareadas puede convertirse en una herramienta eficaz
para el control de la polilla guatemalteca.

La polilla guatemalteca T. solanivora es una plaga monofaga que se ali-
menta tnicamente de tubérculos de papa. Las polillas ponen huevos en la
base de los tallos de las plantas cerca a los sitios de formacion de tubérculos
(Figura 16) y sobre los tubérculos en condiciones de almacenamiento (Bosa
et al., 2006).
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Figura 16. Huevo de Tecia solanivora en el suelo. Fotografia: Laboratorio de Control Biolégico, Corpoica.

Teniendo en cuenta lo anterior, y dado que la polilla tiene habitos noc-
turnos, se puede pensar que esta utiliza los compuestos volatiles producidos
por la planta para encontrarla. Los volatiles producidos por la planta de la
papa han sido estudiados de forma preliminar (Visser et al., 1979). De igual
forma, el andlisis detallado de los compuestos producidos por las plantas en
los diferentes estados fenologicos aun no han sido explorados, lo cual seria
interesante si se tiene en cuenta que T. solanivora prefiere ciertos estados
fenoldgicos de la planta de papa. El estudio resumido en este capitulo (Karls-
son et al., 2009) es el primer estudio que aborda este tema y que fundamen-
talmente es la base para el desarrollo de una estrategia de control mediada
por compuestos volatiles.

Materiales y métodos

Plantas e insectos. Para todos los ensayos se utilizaron plantasy tubér-
culos de papa S. tuberosum para la recoleccidn de volatiles emitidos por es-
tos materiales. Las plantas se sembraron en materas pldsticas y fueron man-
tenidas en invernadero en condiciones de temperatura de 15 + 2 °C bajo un
fotoperiodo de 14 horas de luz y 10 horas de oscuridad. Las plantas en etapa
de germinacion tenian entre 2 y 3 semanas después de la siembra, en etapa
de inicio de tuberizacién tenian 5 semanas y 8 semanas en inicio de flora-
cion. Los tubérculos fueron recolectados de plantas de 11 semanas, luego del
comienzo de la etapa de senescencia.

La polilla guatemalteca fue criada en tubérculos de papa en laboratorio.
La poblacidn del laboratorio se originé de insectos colectados cerca de Bo-
gotd, Colombia. Los insectos se mantuvieron en cilindros plasticos de 15 cm
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de didmetro x 20 cm con papel filtro en la base, lo anterior con el objeto de
que las hembras ovipositaran sobre este y de esta forma colectar las posturas.
Las posturas colectadas fueron puestas sobre tubérculos de papa en cajas
plasticas de 20 x 30 x 15 cm y se mantuvieron a 22 * 3 °C con una humedad
relativa de 55 + 5%, condiciones favorables para que las larvas cumplieran su
ciclo en el interior de los tubérculos. Las larvas de ultimo instar salieron de
los tubérculos, formaron la pupa sobre carton corrugado, y fueron separadas
por género (Rincén y Lopez; 2004). Las hembras y machos utilizados en
experimentos electrofisioldgicos y comportamentales se mantuvieron sepa-
rados en jaulas de acrilico (33 x 33 x 33 cm) y fueron alimentados con una
solucion de agua-miel al 10%.

Recoleccion de los compuestos volatiles. El follaje de papa en las tres
etapas fenologicas de desarrollo y los tubérculos (n=8) se guardaron en un
frasco de vidrio de 2 L cerrado con una tapa esmerilada en condiciones de la-
boratorio y en bolsas de plastico inodoro en campo (Figura 17). Una corrien-
te de aire (150 mL/min) filtrada por carbon activado fluyé sobre el material
vegetal desde la base del frasco hacia arriba y luego a través de una trampa
especial para capturar volatiles, llamada Super Q, durante 14 horas. Después
de larecoleccion de las muestras, las trampas fueron enjuagadas con hexano
y se les afiadié 500 ng de acetato de heptilo, compuesto que se usé como
testigo para el proceso de cromatografia de gases.

Figura 17. Colecta de voldtiles emitidos por la planta de papa y tubérculos. a. Equipo de colecta de voldti-
les de campo; b. Colecta de volatiles de flores de la planta de papa; c. Instalacion de equipos para colecta
de volatiles en campo; d. Colecta de voldtiles producidos por tubérculos frescos. Fotografia: Laboratorio de
Control Bioldgico, Corpoica.
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Analisis quimico. Los volatiles colectados fueron analizados en un cro-
matografo de gases (CG) con un detector de ionizacion de llama y en un
cromatografo de gases acoplado a un espectrometro de masas. Este método
separa las moléculas de los diferentes compuestos que hay en la muestra,
basdndose en la temperatura a la cual se despegan de un sustrato, y entran
en el gas que los rodea, en este caso nitrégeno. Luego de ser separados estos
se analizan uno a uno en el detector de ionizacion de llama y espectrometro
de masas, los cuales generan huellas especificas para cada compuesto, per-
mitiendo que puedan ser comparadas con bases de datos existentes.

La cantidad de cada compuesto fue estimada comparando el resulta-
do con aquel obtenido en el control utilizado que consistio en acetato de
heptilo en concentracion conocida, y después se corrigieron comparando-
los con concentraciones conocidas de compuestos similares. La cantidad de
compuestos liberados por diferentes estados fenologicos de la papa fueron
comparados mediante andlisis de varianza de una via, seguido por pruebas
de Tukey.

Electroantenografia. La técnica de la electroantenografia se basa en
determinar la actividad de los nervios dentro de las antenas de los insectos
cuando estas se exponen a diferentes compuestos quimicos volatiles. Esto
se logra midiendo las descargas eléctricas que se generan cuando hay un
impulso nervioso. Si el insecto tiene la capacidad de detectar un compuesto,
se produce una respuesta nerviosa. Asi, se acoplo un cromatografo de gases
(CG) a un aparato de electroantenografia (EAD) para hacer lecturas simulta-
neasy poder saber con precisidn a qué compuesto reaccionaron las antenas.
Las antenas se cortaron en la base y cada punta se fijé en una pipeta de vidrio
con gel conductor. El gas efluente del CG fue dividido en dos: una fraccion
fue enviada al espectrometro de masas y la otra se envio a la preparacion de
la antena, con el fin de tomar datos sobre la caracterizacion de los compues-
tos y la respuesta neuronal de forma simultdnea. Las polillas que se usaron
tenian 2-3 dias de edad; se llevaron a cabo grabaciones de follaje (n=40) y
olores de tubérculos (n=7) durante el comienzo de la noche.

Resultados

Andlisis quimico. Las plantas de papa verdes liberaron 32 sesquiterpe-
nos, los cuales conforman el 86, 93 y 55% de los volatiles liberados durante
los estados de germinacion, tuberizacion y floracidn respectivamente. Los
sesquiterpenos mas abundantes fueron B-cariofileno, germacreno-D-4-ol,
germacreno-D, kunzeaol y (E,E)-R-farneceno. La mayoria de los compues-
tos se encontraron en los tres estados fenoldgicos, pero la tasa de libera-
cién incremento significativamente entre la germinacién y la tuberizacion.
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Las plantas en floracién liberaron, adicionalmente, grandes cantidades de
metil-fenilacetato el cual tiene una fuerte fragancia floral, similar a la de la
miel. Este compuesto fue liberado a una tasa de 157 + 52 ng/g/h. Ademas, los
tubérculos también liberaron este compuesto, aunque a una tasa menor (3
+1ng/g/h) (Figura18).

Asimismo, los compuestos liberados por los tubérculos difirieron de los
del follaje porque los sesquiterpenos estdn practicamente ausentes y solo
tres de ellos se encontraron en muy bajas cantidades. Los tubérculos libe-
raron principalmente alcoholes alifaticos, aldehidos y cetonas, junto con
compuestos bencenoides y monoterpenos. La mayoria de estos compuestos
también se encontraron en las hojas, sin embargo, varios de ellos como el
tetradecanal, octen-3-ol, (Z)-B-ocimeno y el heneicosano fueron caracteris-
ticos de los tubérculos.
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Figura 18. Compuestos volatiles del follaje con flores de papa (perfil superior) y tubérculos (perfil inferior)
que muestra respuestas antenales en hembras de Tecia solanivora segun el andlisis de GCy EAD. Los com-
puestos activos en las antenas son: 1. sabineno; 2. mirceno; 3. 6-metil-5 hepten-2-ona; 4. R-cubeneno;
5. 8-elemeno; 6. R-copaeno; 7. B-burboneno; 8. p-cariofileno; 9. (E)-B-farneseno; 10. germacreno-D; 11.
(E,E)-R-farneseno; 12. metil-fenilacetato; 13. 6-cadineno; 14. ledol; 15. gernacreno-D-4-ol; 16.tetradeca-
nal; 17. 1-cadinol. Adaptado de Karlsson et al., 2009.

Electroantenogramas. Las antenas de hembras de la polilla guatemal-
teca respondieron de forma consistente a dos compuestos producidos por
los tubérculos, el metil-fenilacetato, también liberado por las plantas en
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etapa de floracidn, y el tetradecanal. Es interesante resaltar el hecho que el
metil-fenilacetato, componente principal del olor de las plantas con flores,
también estd presente en el olor de los tubérculos (Figura 18). Este com-
puesto activo del olor floral, que tiene un fuerte olor a miel, fue identificado
por primera vez en la papa, produce una fuerte respuesta en la antena de la
polilla guatemalteca T. solanivora, y un primer ensayo de trampas sugiere
que probablemente contribuye a la atraccion de las hembras copuladas ha-
cia plantas en estado de floracion y tubérculos.

El sulcaton generd una respuesta en la mitad de las grabaciones que se
hicieron con olores de los tubérculos, lo cual sugiere que puede ser impor-
tante. De los compuestos liberados por plantas con flor, 2 monoterpenos y
12 sesquiterpenos incitaron una respuesta antenal (Figura 18). Se necesitan
estudios de comportamiento con mezclas de volatiles mas complejas para
poder identificar la sefial quimica que incita la atraccion de la polilla guate-
malteca a la papa.

Discusion

Los sesquiterpenos son caracteristicos del follaje de la papa, pero solo
se encontraron en cantidades minimas en los tubérculos. Los compuestos
volatiles producidos por los tubérculos frescos contienen principalmente
compuestos alifaticos y algunos benzenoides y monoterpenos.

El metil-fenilacetato, componente principal del olor de las plantas con
flores, también estuvo presente en los volatiles de los tubérculos (Figura 18).
Este compuesto activo del olor, que incit6 una fuerte respuesta en la antena
de la polilla guatemalteca, también es un componente importante del olor
floral de la Alhefia Japonesa, Ligustrum japonicum la cual es atractiva para
las mariposas del repollo Pieris rapae (Honda et al., 1998), lo cual sugiere
que puede ser de importancia para otros insectos.

Los sesquiterpenos son componentes esenciales de varios atrayentes de
insectos basados en volatiles de plantas (Webster et al., 2008; Cha et al.,
2008). El grupo de los sesquiterpenos es el principal componente del total
de los volatiles de la papa, y 12 de ellos generaron una respuesta antenal en
hembras de T. solanivora. Las diferencias en la produccion de estos a lo largo
de la vida de la planta de papa podrian permitir que la polilla guatemalteca
discrimine entre diferentes estados fenoldgicos de esta y sus partes.

El hecho de que las hembras de la polilla guatemalteca sean atraidas por
plantas con flores y ovipositen en la tierra cerca de estas y no sobre sus tallos
y hojas, es comparable con el comportamiento de oviposicion de la palomilla
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de la papa Phthorimaea operculella. Bajo condiciones de campo, las hembras
ponen una gran proporcion de los huevos en la tierra adyacente a las plantas
hospederas y no directamente sobre las hojas, a pesar de ser minadores (Fe-
nemore, 1988); esto sugiere que puede haber alguna repelencia por parte de
los volatiles producidos por las estructuras verdes y de esta forma jugar una
doble funcion de atraccidn a larga distancia y facilitar la elecciéon del sitio de
oviposicion a corta distancia al repeler a las hembras de las hojas.

Conclusiones

Este estudio mostrd que de los mas de 60 compuestos producidos por
la planta de papa solo 16 pueden ser percibidos por la polilla guatemalte-
ca. Un extracto de volatiles atractivos para las polillas hembra deberia tener
tanto olores florales como el metil-fenilacetato. ya que estos indican sitios
propicios para la alimentacion, como olores que indiquen buenos sitios de
oviposicion, los cuales, en este caso, pueden ser sesquiterpenos que repelen
a las hembras de las hojas y tallos de la planta. Teniendo esto en cuenta,
compuestos que se encuentran en plantas con flores y los tubérculos como
el metil-fenilacetato, el tetadecanal, y el sulcaton pueden ser ttiles en el de-
sarrollo de trampas que permitan el monitoreo de poblaciones y el posible
control de la polilla guatemalteca en condiciones de almacenamiento y cam-
po. Adicionalmente, los voldtiles repelentes del follaje de la planta podrian
ser utilizados para impedir la oviposicion (Guerra et al., 2007).
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