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Resumen

C. uncilata (Lepidoptera: Noctuidae) es una de las principales plagas en cultivos
de flores de corte en la Sabana de Bogota. Este insecto fitéfago en estado larval
provoca disminucién del rendimiento de los cultivos. Actualmente se han
desarrollado técnicas alternativas para el manejo de la plaga, tales como el uso
de semioquimicos, enfocado en feromonas sexuales. Por lo anterior, esta
investigacion tuvo como finalidad determinar la duracion del ciclo de vida de C.
uncilata y determinar la composicién de los volatiles almacenados en la glandula
por ello, se realizd una cria de los individuos alimentados con coliflor, Alstroemeria
y dieta artificial, bajo condiciones controladas de temperatura, humedad relativa y
fotoperiodo, y se establecié la duracion de cada uno de las etapas de desarrollo de
la especie, las cuales no presentaron diferencias significativas. Se seleccionaron
hembras virgenes de cinco y seis dias de edad, a las cuales se les realiz6 la
diseccion de la glandula sexual. Se realizdé un extracto de las glandulas sexuales
de hembras, con diclorometano, el cual fue analizado por cromatografia de gases
acoplado a espectrometria de masas, el cual determiné que el alimento si tiene
influencias sobre la producciéon de los compuestos de la glandula sexual, al igual
gue en la fertilidad.

Palabra clave: Ciclo de vida, comportamiento reproductivo, feromona sexual,

Copitarsia uncilata, dietas
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Abstract

C. uncilata (Lepidoptera: Noctuidae) is the mayor plague that it is presented on
potted flowering crops on the Bogota’s Sabana. This phytophagous bug in its larval
status provokes a low performance in all crops. Nowadays it has developed some
unusual techniques to plagues control, such as using semiochemicals in relation
with sex pheromones. Therefore, this research resulted to determinate the C.
uncilata lifecycle and establish all volatile compounds storage on the species’
sexual gland, fed by two natural and one artificial diets. For this, it was created a
rearing from each individual fed by cauliflower, alstroemeria and an artificial diet, all
of them under controlled conditions of temperature, relative humidity and
photoperiod also was established its lifespan on each development stage of the
specie, and every one of them didn't show up significant differences. Chose virgin
females from 5 and 6 days age and from them were dissected its sexual gland. A
female sexual gland extract, was made using dichloromethane, and analyzed by
a gas chromatography coupled to a mass spectrometry and determinate that food
has positive influences on the production on sex glands compounds, as same as

fertility.

Palabra clave: lifecycle, reproductive behavior, sex pheromones, Copitarsia

uncilata, influential diets with pheromones compounds.

INTRODUCCION

El sector floricultor en Colombia lleva mas de 40 afios exportando gran parte del
mercado internacional de flores exoticas de corte. Actualmente, ha incrementado
su participacion en el mercado, ya que en el 2009 se reporté una participacion del
13,7% y en el 2012 del 15,4% del total de las exportaciones a nivel mundial; por
esta razon Colombia se clasifica como el segundo pais exportador de flores de
corte, pues en el 2013 presento el 29, 4% de las ventas a nivel mundial (MinCIT,
2012).

Segun el DANE las ventas de flores colombianas se realizan en 90 mercados, los

cuales representan ganancias de $1.270 millones de ddlares al afio, a su vez, de



lo total exportado, Estados Unidos recibe el 75.7% de la produccion de flores corte
anual (Ascolflores, 2013). Sin embargo, actualmente Estado Unidos ha llamado la
atencion sobre el creciente avance de bajos indicadores de importaciones de
flores de corte con procedencia Colombiana, esto debido a que el Servicio de
Inspeccion de Salud Animal y Plantas (APHIS) de Estados Unidos realiza
intercepciones periédicas a los productos agricolas que entran al pais, con el fin
de evitar el paso de plagas cuarentenarias (Guerra y Forero, 2002), si estas son
encontradas en los productos agricolas, estos pueden ser puestos en cuarentena,
tratados con insecticidas, incinerados o retornados al pais de origen (Asocolflores,
2005).

Las intercepciones y pérdidas de produccidbn mencionadas anteriormente, se
deben en gran medida, a la afectacion que generan las larvas de insectos del
orden Lepidéptera de la familia Noctuidae; grupos taxondmico en donde se
encuentra el género Copitarsia spp., mas conocidos como “Cogolleros”, plaga
gue segun el Instituto Colombiano Agropecuario (ICA), afecta significativamente la
produccién y exportacion de flores de corte colombianas, con especial énfasis en

la comercializacién de Asltroemeria (Alstroemerea sp.) (Torrado et al., 2005)”

El género Copitarsia (Lepidoptera: Noctuidae) (Hampson, 1906), esta compuesto
por 21 especies de polillas (mariposas nocturnas) (Angulo y Olivares, 2003), las
cuales se distribuyen a lo largo del Centro y sur de América (Simmons y Poque,
2004). Los individuos de este género también representan un problema econémico
en la produccion de cultivos agricolas de consumo humano (Gutiérrez y
MacGregor, 1983), principalmente en estado larval, etapa en el cual su
alimentacion se basa en el consumo de cogollos, hojas e inflorescencias de

diferentes cultivos (Moreno y Serna, 2006).

Estudios realizados por Londofio et al., (2001), demostraron que Copitarsia spp.,
ademas de causar pérdidas economicas en las flores de corte, también es

considerada un limitante en cultivos de cruciferas (coliflor, brocoli y repollo) por



afectar la etapa de formacion de los cogollos, lo cual afecta la calidad y aumenta la
susceptibilidad al rechazo en los diferentes mercados (Londofio et al., 2001).
Adicionalmente, investigaciones estiman que la plaga puede perdurar hasta dos
generaciones en el cultivo, antes de su cosecha, lo cual indica la posibilidad

pérdidas significativamente altas en la pos cosecha (Cardona et al., 2004).

En Colombia, la presencia de Copitarsia spp., ha alcanzado gradualmente
importancia en las plantaciones de Cruciferas, Tomates, Papa, Calabaza y Plantas
ornamentales (Bautista y Flores, 2003), por esta razon y porque pueden llegar a
generar hasta entre el 80 y 100% de pérdidas en la produccion nacional de dichos
cultivos (Vergara, 2011 y Bautista y Flores, 2003), Copitarsia spp., ya estan
catalogados como una plaga potencial de importancia internacional (Torrado et al.,
2005 y Quimbayo et al., 2010),

El método tradicional para el manejo de esta plaga, se basa en el uso de
plaguicidas quimicos, lo cual da lugar a graves consecuencias tales como
residualidad toxica, resistencia de los individuos, presencia de plagas secundarias,
y en general problemas de toxicidad afectando el ambiente y los cultivos (Vacas,
2011). En consecuencia, se han desarrollado métodos alternativos para el control
de plagas, tales como el control biolégico, el control etolégico usando
semioquimicos , entre otros (Muiiis et al., 2007; Barrientos et al., 2011). A pesar de
dichos esfuerzos, la cantidad de interceptaciones aduaneras a exportaciones
provenientes de Colombia a causa del ataque de Copitarsia spp., sigue en
aumento; por tal motivo, se hace necesario el estudio y desarrollo de estrategias
para combatir los efectos nocivos causados por C. unilalta (USDA, 2000 y Caton
et al., 2006).

Los semioquimicos, por su parte, estan implicados en la comunicacion quimica de
seres vivos, en especial las feromonas, las cuales son encargadas de la
comunicacion intraespecifica (Vacas, 2011); el uso de feromonas en el control de

plagas, estd enfocado en las feromonas sexuales, las cuales generan cambios



comportamentales en el receptor, teniendo como finalidad la atraccion de machos
a trampas con los componentes quimicos de las feromonas que han sido
identificadas y sintetizadas previamente (Nicholls, 2008), reduciendo de esta
manera la poblacion adulta, evitando que estadios de huevo y larva lleguen a los

cultivos (Moreno y Serna, 2006).

El uso de trampas cebadas con componentes identificados de la sintesis de
feromonas sexuales de Copitarsia decolora y Copitarsa corruda, ha sido exitosas
en el control de estas plagas en México y en Peru (Barrientos et al.,, 2011 y
Espinosa et al., 2012). Sin embargo, en Colombia no se han realizado estudios
sobre Copitarsia uncilata. Por lo tanto, el presente trabajo tuvo como objetivo:
establecer la duracion de cada uno de las etapas de desarrollo del ciclo de vida de
la especie alimentada con dos dietas naturales y una artificial, y determinar la
composicién de los volatiles almacenados en la glandula sexual de las hembras de
C. uncilata de cinco y seis dias de edad alimentada con dos dientas naturales y

una artificial.
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CAPITULO 1

CICLO DE VIDA DE Copitarsia uncilata (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE)

ALIMENTADA CON DOS DIETAS NATURALES Y UNA ARTIFICIAL

Resumen

Copitarsia uncilata (Lepidoptera: Noctuidae) es reportada como una plaga
potencial para cultivos de flores en la sabana de Bogota, pues en estado larval
causa dafos que tienen como consecuencia disminuir el rendimiento del cultivo.
Actualmente se han desarrollado alternativas para el control de individuos del
género Copitarsia, y para tal efecto es indispensable estudiar las poblaciones de
los individuos. Por esta razoén, el presente trabajo se realizd para conocer el ciclo
biolégico de C. uncilata alimentada con dos dietas naturales y una artificial. De
esta manera, se establecié una cria bajo condiciones controladas 19,72+ 0,45°C,
HR de 58,41+ 5,63% y fotoperiodo natural, la cual permitié establecer la duracion
de su ciclo de vida. La duracion del ciclo de vida de los individuos alimentados con
Coliflor fue de 77 dias, con la dieta artificial la duracién fue de 77,8 dias y los
alimentados con Alstroemeria duraron 80 dias. Adicional a esto, se estableci6 la
longevidad de los adultos, curvas de sobrevivencia y fecundidad. Segun los
resultados, C. uncilata, no presenta diferencias significativas en la duracién total
del ciclo de vida, siendo alimentada por 2 dietas naturales y una artificial.
Finalmente, se concluyd que las tres dietas pueden ser usadas en un pie de cria
para estudios posteriores. Sin embargo, si se tienen en cuenta ventajas
adicionales a la duracién del ciclo de vida, la dieta artificial seria la dieta ideal para

el desarrollo y cria masiva de individuos de C. uncilata en laboratorio.

Palabra clave: Copitarsia uncilata, dieta natural, dieta artificial, duracion de ciclo

de vida
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Abstract

Copitarsia uncilata it is reported as a potential plague for flowers crops on Bogota’s
Sabana, because in its larval status causes damages that brings consequences
such as a decrease on the crops performance. Nowadays it has developed some
unusual techniques to control of subjects of Copitarsia, and for this purpose it is
essential to study individual’'s population. For that reason, the present paper was
made to give knowledge on the lifecycle of C. uncilata fed by types of diet, two
naturals and one artificial. In this way, was established a rearing under control
conditions 19,72+ 0,45°C, RH 58,41+ 5,63% and a natural photoperiod, which
permits to stablish its lifecycle duration. Lifecycle duration of every individual fed by
cauliflower was of 77 days, with artificial dietary its duration was 77.8 days and the
ones that were fed by alstroemeria lasting for 80 days. Also, established adult’s
longevity, survival and fertility curves. According with the results, C. uncilata,
doesn’t present significate differences on the total length of lifecycle, when it is
feeding by 2 natural diet and 1 artificial. Finally, was concluded that all 3 diets can
be use on a breeding foot for subsequent studies. Nevertheless, if it is keep on the
count all additional advantages on the duration of lifecycle, artificial diet it would be
the ideal diet for develop and massive breeding of individuals of C. uncilata in
laboratory.

Key words: Copitarsia uncilata, natural diet, artificial diet, lifecycle duration..
ESTADO DEL ARTE
Taxonomiay Distribucion del género Copitarsia
El género Copitarsia pertenece a la familia Noctuidae, y a la subfamilia Cucullinae,
actualmente se conocen 21 especies polillas (mariposas nocturnas), las cuales
estan agrupadas en dos complejos: C. complejo turbata que comprende 3

especies y el C. complejo naenoides que comprende 18 especies (Angulo y

Olivares, 2003), C. uncilata pertenece al complejo turbata (Burgos et al., 2010).
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Copitarsia spp. se distribuye a lo largo del borde occidental del centro y sur de
América, desde el extremo sur de Argentina hasta el centro de México. Las
intercepciones realizadas por APHIS en el 2006, reportan que los productos con
presencia de esta especie, provienen principalmente de Colombia, México,
Ecuador, Guatemala Chile, costa Rica, Perq, entre otros (Tabla 1). (Venette y
Gould, 2006).

Tabla 1. Pais de origen de los productos en que Copitarsia spp. Intercepciones
por USDA, APHIS Tabla modificada de (Venette y Gould, 2006).

Origen Intercepciones

Colombia 4054
México 2166
Ecuador 424
Guatemala 241

Chile 195
Costa rica 91
Peru 74

Generalidades del Copitarsia uncilata

Copitarsia uncilata Burgos y Leiva, se distribuye en México y Colombia (Burgos et
al., 2010), estudios realizados reportan que esta especie se ha logrado mantener
en diferentes hospederos como el brécoli (Brassica oleracea var italica), coliflor
(Brassica oleracea var botrytis), repollo (Brassica oleracea var viridis) y altromeria
(Altromeria sp.), por otra parte, morfologicamente los individuos C. uncilata son
similares a C. decolora, C. incommoda y C. corruda, por ello, para su identificacién

es indispensable la genitalia masculina, ya que esta a diferencia de las otras
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especies tiene un uncus ancho apicalmente, que termina abruptamente con una
punta pequefia, valvas alargadas, una corona marcada, y el 4pice céncavo, un

tercio del largo de la valva, tal como se ilustra en la figura 1 (Burgos et al., 2010).

Figura 1. Copitarsia uncilata (1) Genitalia masculina (2) Genitalia femenina (3)

Macho adulto. Tomada y modificada de (Burgos et al., 2010).

La caracterizacion externa de larvas de Copitarsia sp. se determina a partir de la
presencia de dos barras oscuras en la base de las setas medias, presentando
setas dorsales blancas y setas alineadas a la cabeza, ademas dos triangulos

oscuros en los segmentos abdominales posteriores (Figura 2) (Riley, 1998).

e |

Figura 2. Larva de C. uncilata (Yague, 2014)
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Ciclo de vida de Copitarsia sp.

Segun estudios realizados por Castro y Rodriguez (2015), el ciclo de vida de C.
uncilata (Figura 3) dura 76,47+ 1,01 dias para hembras criadas con Alstroemeria
bajo condiciones de temperatura de 19.7 + 0.4° C y 58.4 + 5.6% de humedad
relativa (HR) , el cual comprende 4 etapas: huevo, larva (cinco instares), pupa y
adulto (Figura 3) (Castro y Rodriguez, 2015).

Las especies de Copitarsia comienzan el ciclo de vida con la etapa de huevo,
estos son depositados por una hembra adulta (Velasquez, 1988), esta puede
producir entre 570 y 1640 huevos, esto depende de la calidad del ambiente y el
hospedero (Rojas y Cibrian, 1994); se caracterizan por tener forma esférica
aplanada sobre la base, su coloracion varia entre blanco a café, tienen un
promedio de 0,58 + 0,02 mm de diametro y 31,13 + 2,10 estrias radiales; segun
estudios realizados por Moreno y Serna (2006), sobre C.. decolora, los huevos de
esta especie duran en promedio 4 dias bajo condiciones controladas y 6 dias en

condiciones naturales (Moreno y Serna, 2006).
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Adulto

Huevo

Pupa

Larva (5 instar)

Figura 3. Fases del desarrollo morfologico del ciclo de Vida de C. uncilata (Yague,
2014)

La etapa larval se subdivide entre cinco o seis instares dependiendo la especie, en
los cuales la coloracién varia entre verde, amarillo y marrén, esta depende de la
dieta y el nivel de desarrollo; en esta etapa los individuos producen dafios
estructurales en las plantas, ya que su alimentacién se basa principalmente de
cogollos, hojas y tallos, los cuales son evidenciados por la presencia de pequefias
zonas raspadas o perforaciones en las hojas y la presencia de excremento en
forma redonda con coloracion oscura; segun estudios realizados por Moreno y
Serna (2006), sobre C. decolora esta etapa de desarrollo larval, suele durar en
promedio 17 dias bajo condiciones controladas y 35 dias en condiciones naturales

usando como hospedero Alstroemeria sp. (Moreno y Serna, 2006).

Antes de emerger el adulto, los individuos pasan por un estado de pupa, la cual es
inmovil con un color caracteristico anaranjado brillante (Moreno y Serna, 2006); en
este estado se logran diferenciar las aperturas abdominales, estas ayudan a

determinar el sexo de los individuos (Figura 4) (Pedraza, 2011). Segun estudios
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realizados por Moreno y Serna (2006), sobre C. decolora esta etapa de desarrollo
en promedio dura 15.4 dias bajo condiciones controladas y 30 dias promedio en

condiciones naturales usando como hospedero Alstroemeria sp. (Moreno y Serna,

2006).
™
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Figura 4. Dimorfismo sexual de C. decolora. (A). Hembra, (B). Macho (Ceballos,
2006).

Los individuos adultos, son de habito nocturno, razén por la cual son dificil de
observar en el cultivo; las hembras generalmente colocan los huevos en el envés
de las hojas después de cinco dias de su emergencia; segun estudios realizados
por Moreno y Serna (2006), sobre C. decolora, su longevidad varia segun el sexo,
las hembras pueden vivir en promedio 12 dias bajo condiciones controladas y 18
dias en condiciones naturales; por su parte los machos duran en promedio 12 dias
en condiciones controladas y 15 dias en condiciones naturales (Moreno y Serna,
2006).

El desarrollo desde huevo hasta adulto depende de muchos factores, la
temperatura, la humedad y el hospedero (Vennette y Gould, 2006). Estudios
revelan que la duracion del estadio de larva en la especie de C. Turbata varia
segun el alimento; en lechuga (Lactuca savita) dura 43 dias a 24,5°C y con dieta
artificial 82,5 dias a 20,4°C (Hamity y Roman, 1993). En general se conoce que las
especies del genero Copitarsia pueden tener dos a cuatro generaciones por afio
(Artiagas y Angulo, 1973), sin embrago otros autores afirman que C. humilis sobre
el hospedero alfalfa (Medicago sativa L.) solo tienen una generacién en el afio en
chile (Hichins y Mendoza, 1976).
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Enemigos naturales de Copitarsia spp

Estudios realizados por diferentes autores determinan que Copitarsia spp., €s
susceptible a patdgenos microbianos e insectos patégenos asociados a 24 taxa,
dentro de estos estan las bacterias; Bacillius thuringiensis, Beauveria bassiana, y
Entomophthora sphaerosperma, que atacan principalmente a las larvas (Aruta et
al., 1874), asi mismo , los huevos son atacados por insectos patdgenos tales
como Aphelinidae, Braconidae, Ichneumonidae, Trichogrammatidae (Lamborot et
al., 1995; Loo y Aguilera, 1983). Segun Cortes (1976), el uso de estos enemigos
naturales en el control de Copitarsia ssp., puede reducir el uso de plaguicidas,
disminuyendo asi, los impactos negativos en el ambiente y los altos costos

asociados a la implementacion de los mismos (Cortes, 1976).

Cria de insectos

La cria de insectos en laboratorio bajo condiciones controladas, es llevada a cabo
para estudiar las poblaciones de los individuos, pues mediante esta, se obtienen
un alto numero de individuos, ya que las condiciones en las que se realiza son
controladas para su Optimo desarrollo; la finalidad es obtener especimenes
viables, garantizando asi una mortalidad limitada que favorezcan la produccion de
los organismos (Schowalter, 2006). Un factor importante en la cria es la dieta
suministrada a los individuos, la cual suele ser natural o artificial, esta influye sobre
los parametros del ciclo de vida, tales como la fertilidad, tamafio de larvas,

proporcion de sexo y sobrevivencia (Schowalter, 2006; Cohen, 2004).

Las dietas naturales, permiten a los individuos ser alimentados con tallos, hojas, y
frutos de los cuales, naturalmente son hospederos, de esta manera se les
proporciona las cantidades necesarias de nutrientes para el desarrollo del
organismo (Schowalter, 2006), sin embargo, estas dietas tienen un alto costo para
crias masivas; por esta razon, el uso de las dietas artificiales, fue un auge para

cria masiva de insectos en la década de los cincuenta para investigaciones acerca
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de la fisiologia, ecologia y genética de insectos, y de esta manera planificacion de
nuevas técnicas de control de plagas (Singh, 1976). Principalmente lo que se
busca con las dietas artificiales es reducir costos, disminucién de contaminacion
de patodgenos y riesgo de enfermedades, los cuales podrian influir negativamente

sobre la poblacién de la cria (Reguilon et al., 2013).

Las dietas artificiales en insectos se clasifican en tres grupos: la primera dieta de
tipo holidicas, se caracteriza por contener elementos puros; la segunda de tipo
meridicas, se caracteriza por tener elementos quimicos conocidos y componentes
guimicos no definidos y las de tipo oligidicas, caracterizadas por ser de origen
animal y vegetal, este Ultimo tipo fue Ila que se utilizO en la presente
investigacion, ya que el uso de las dietas artificiales de tipo oligidicas, resultaron

exitosas para la cria de larvas de C. incommoda, (Cibriany Sigimoto, 1992).

Para la evaluacion de las alternativas de control de C. uncilata es necesario tener
el organismo en sus diferentes etapas de desarrollo (huevo, larva, pupa y adulto),
lo cual se logra estableciendo un pie de cria lo que permite conocer su ciclo de
vida y a su vez determinar las condiciones alimenticias optimas de desarrollo. Esto
se puede lograr mediante la utilizacion de dietas naturales y artificiales, las cuales
permitan determinar cual es mas eficiente en cuanto a la obtencién de poblaciones
gue completen su ciclo de vida en el menor tiempo posible. En este caso en
particular, se establecio la duracion de cada una de las etapas de desarrollo del

ciclo de vida de C. uncilata alimentados con dos dietas naturales y una artificial.

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio

El seguimiento del ciclo de vida de C. uncilata se realizé en el laboratorio de
Control Biolégico del campus CajicA de la Universidad Militar Nueva Granada
(Kilometro 2 Via Cajica- Zipaquira, costado Oriental), en una cadmara de cria con
una temperatura promedio de 19,72+ 0,45°C, humedad relativa de 58,41+ 5,63% y
fotoperiodo natural (12 horas luz, 12 horas Oscuridad) (Castro y Rodriguez, 2015).
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Se utilizaron especimenes adultos de C. uncilata, colectados en la finca el Secreto
(El Rosal- Cundinamarca), 04° 86,03 '31 "N y 74° 22,41' 12" para establecer el pie

de cria.

Duracion ciclo de vida de C. uncilata

La identificacion de la especie fue realizada por Castro (2015), mediante la
diseccion de la genitalia masculina, tomando como referencia el estudio realizado
por Suarez et al., (2006) y Brambilia (2009). En cuanto a los tratamientos (dietas)
naturales se utilizo coliflor (Brassica oleracea var Botrytis) (alimento refrigerado) y
Alstroemeria (Alstroemeria sp) (en fresco) debido a que se ha reportado que
Copitarsia spp. se alimenta del follaje de dichas variedades (Barrios et al, 2004 y
Suarez, et al., 2006); estas fueron obtenidas del invernadero de Control Biol6gico
de la Universidad. En cuanto a la dieta artificial fue empleada la reportada por

cenicafia para cria masivas de Diatrea saccharalis (Cenicafia, 2006).

Cria de insectos para evaluar ciclo de vida de C. uncilata

La investigacién se llevé a cabo entre los meses de octubre de 2014 a
diciembre del 2015. Se colocaron parejas de C. uncilata (hembra y macho)
en camaras de copula (recipientes de plastico de 14 x 17 x 9 cm), donde
fueron colocadas hojas de alstroemeria como sustrato para la ovoposicion;
a cada camara se le incluyé un copo de algodén impregnado de agua y

azlcar, en una relacion 1:1, a modo de alimento.

Posteriormente, los huevos (n=90) depositados por la hembra de C.
uncilata, se recogieron con un pincel de punta fina y fueron dispuestos
individualmente en un recipiente (9 cm de diametro x 5 cm de altura).
Después de la eclosion, los individuos empezaron a ser alimentados con
cada uno de los tratamientos propuestos, asi: Tratamiento 1. hojas, tallos y
flores de Alstroemeria (n=30); Tratamiento 2. Cabezas de coliflor (h=30) y
tratamiento 3. cuadros de 3cm x 3cm de dieta artificial (n=30). En adelante,

se limpiaron diariamente los recipientes de los excrementos y se

21



22

proporcionaron alimentos frescos, hasta que los individuos alcanzaron la

etapa de desarrollo de pupa.

Las unidades experimentales fueron dispuestas en un disefio totalmente al
azar, siendo monitoreadas diariamente y cada individuo fue tomado como
una repeticién. El ciclo de vida fue evaluado por la duracidon de cada etapa
biolégica; la etapa de pupa fue fundamental para la identificacion del sexo
en los individuos; esto se realizé6 mediante la observacion de las aperturas
genitales de estas, observadas en un estereoscopio (Motic SMZ-168). La
duracion de la pupa se registr6 mediante observaciones diarias, estas
fueron individualizadas y separadas por sexo. Los adultos fueron
mantenidos en recipientes de plastico por parejas (hembra: macho) y fueron
monitoreados hasta el momento de su muerte, evaluando de esta manera la

longevidad y la proporcion sexual en cada uno de los tratamientos.

Tasa de sobrevivenciay fecundidad

La tasa de sobrevivencia y fecundidad fueron estimadas de las cohortes del
ciclo de vida. Cada 24 horas se registraron larvas, pupas y adultos
sobrevivientes. Con estos datos se construyeron tablas de vida segun Vera
et al., (1997), usando el programa Microsoft Excel Mac. Cuando los
individuos alcanzaron la edad adulta fueron dispuestos por parejas, en
camaras de copula (macho y hembra), en las cuales se midié cada dos dias
el numero de huevos depositados por cada hembra, determinando asi, la

tasa de fecundidad.

Analisis Estadistico

Se realizé un analisis de varianza (en el programa estadistico R Project
version 2.12.2 de libre distribucion), para determinar si habian diferencias
significativas en los tratamientos, para este fin se utilizaron las variables de

duracion de cada una de las etapas de desarrollo en cada uno de los



tratamientos (se utilizd un valor de confiabilidad p<0.05), se realizo la
prueba de normalidad de Shapiro-Wilk para determinar si los datos eran
normales y luego se aplicé la prueba de comparacion multiple de Tukey

para determinar qué tratamientos presentaban diferencias.

RESULTADOS Y DISCUSION

Duracion de ciclo biologico

La duracién de cada etapa del desarrollo del ciclo de vida de C. uncilata se
resume en la tabla 2. Para la determinacion de cada etapa, se efectuaron
comparaciones con los tiempos que se reportan para la duracion de las etapas de
C. decolora, ya que morfoldgicamente presentan estructuras externas similares
(Burgos et al., 2010) lo cual permite que sean biologicamente relacionados y

facilmente comparables.

El ciclo de vida de C. uncilata, en individuos alimentados con alstroemeria, y
criados bajo condiciones controladas de temperatura y humedad relativa 19,72+
0,45°C y 58,41+ 5,63% respectivamente, tuvieron una duracion promedio de 80
dias. Segun Moreno y Serna (2006), el ciclo de vida de C. decolora, alimentadas
con alstroemeria bajo condiciones controladas de temperatura de 23,72°C y
Humedad Relativa (HR) 82,93%, dura en promedio 49,23 dias para las hembras y
49,19 dias para los machos; adicionalmente, los mismos autores realizaron el
mismo ensayo bajo condiciones de invernadero con temperatura promedio de
17,72°C y HR 65,26%, para el cual obtuvieron una duracién del ciclo de vida de
las hembras de 80,54 dias y para machos aproximadamente 77,1 dias promedio
(Moreno y Serna 2006). Este ultimo resultado de la duracién del ciclo de vida de C.
decolora en condiciones de invernadero, es similar a los resultados de a la
duracion del ciclo de vida obtenido en esta investigacion sobre C. uncilata, en

individuos alimentados con alstroemeria bajo condiciones de controladas, pues las
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condiciones de temperatura y humedad relativa administradas en la presente
investigaciéon fueron similares a las condiciones de temperatura y humedad
relativa administradas en el invernadero por los autores. Por lo anterior, se
determina que la temperatura y la humedad relativa influyen en la duracion total
del ciclo de vida, pues a mayor humedad relativa y mayor temperatura, menor
duracion en el ciclo de vida, lo cual es el objetivo para generar crias masivas de
insectos. Sin embargo, se ha comprobado que la cria de Copitarsia spp., bajo
condiciones controladas, la humedad relativa alta no favorece del todo los estados
de desarrollo de los individuos, ya que propicia la formaciéon de enfermedades
(Restrepo, et al., 2012).

El periodo de desarrollo embrionario (huevo) fue el de menor duracién siete dias
para todas las dietas, en comparacion con el desarrollo larval, que tuvo la mayor
duracion: en coliflor la duracién promedio fue de 33,9%6,74, con Alstroemeria
35,14+11,2 y con la dieta artificial fue de 35,28+13,7. Por otra parte, la mayor
longevidad en los adultos, se presentd en los individuos alimentados con
Alstroemeria: 21,3+7,3 dias en promedio, seguidos por los alimentados con coliflor
con un promedio de 1945,6 dias de longevidad y 18,3+ 12,3 en promedio de
longevidad en los individuos adultos alimentados con la dieta artificial (tabla 2). Sin
embargo, estos datos no presentaron diferencias significativas (p>0.05). Moreno y
Serna (2006) evaluaron la longevidad en adultos de C. decolora y determinaron
gue la duracién en promedio de los individuos alimentados con alstroemeria es de
12,60 dias bajo condiciones controladas y en condiciones naturales un promedio
de 16,72 dias (Moreno y Serna, 2006). Teniendo en cuenta lo anterior y los
resultados de esta investigacion, se hace evidente que los individuos criados bajo
las dietas de Alstroemeria, coliflor y la dieta artificial, bajo las condiciones
controladas, tuvieron una mayor longevidad (Moreno y Serna, 2006), lo cual podria
corroborar lo mencionado anteriormente, donde a mayor humedad relativa y
temperatura menor duracién del ciclo de vida, y por supuesto que no hay efecto de

la dieta sobre el ciclo biolégico de C. uncilata.
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Tabla 2. Duracién promedio en dias (d) de las diferentes etapas de desarrollo de
individuos de C. uncilata criados bajo condiciones controladas de laboratorio.
19,72+ 0,45°C, y 41+ 5,63% HR. n=cantidad de individuos

Dias (MediazDE) Dieta
Etapa de desarrollo : : —
n Alstroemeria(d) n Coliflor(d) n Artificial(d)
Huevo 30 70 30 70 30 7 +0
Larva 11 33,9+6,74 7 35,14+11,2 25 35,28+13,7
Pupa 11 25+12.4 7 22,85+8,8 25 15,32+1,7
Adulto (longevidad) | 11 21,3+7,3 7 19+156 24 18,3+12,3
Total 80+7,5 77+7,2 77,8 £14

Por otra parte, estudios realizados sobre el ciclo de vida de C. incommoda sobre
cultivares de Brasica oleracea L. (Coliflor, Brocoli y Col), muestra que la duracion
del ciclo de vida en individuos alimentados con coliflor es de 75 dias, por otra
parte, determinan que la duraciébn en estado larval es la mas duradera en
comparacién con las otras etapas de desarrollo (Flores, 2004). Adicional a esto, se
determind la proporcién de sexo, la cual fue para todas las dietas una relacion 1:1
de hembras y machos. Al respecto, se observo que diferentes autores reportan la
misma proporcion sexual en individuos de Copitarsia spp., alimentados con
diferentes dietas (Castro y Rodriguez, 2015; Flores, 2014).

Tasa de sobrevivenciay fecundidad de C. uncilata

Con el objetivo de conocer la tasa de sobrevivencia, se estimaron las curvas de
sobrevivencia (Figura 5), la cual es la mortalidad en funcién del tiempo. Estas se
construyeron con los datos de la tabla de vida, desde la etapa larval hasta el
adulto. Se observo que la mortalidad en funcién del tiempo para coliflor y la dieta
artificial, presentaron una curva de sobrevivencia tipo |, ya que se evidencia que,

aunque hay mortalidad en las primeras etapas de vida, lo individuos alcanzan un
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momento donde existe baja mortalidad, la cual es constante, y otro en donde esta
aumenta rapidamente. Por el contrario, con la curva de sobrevivencia obtenida en
Alstroemeria, la cual presenta una curva tipo Il, hace referencia a una mortalidad
gue varia poco con la edad; de esta manera el numero de individuos que muere
en cada tramo de edad es constante (Arribalzaga, 2007). Estudios realizados por
Acantila et al., (2004), sobre C. incommoda, demostraron que la sobrevivencia
de individuos alimentados con una dieta artificial a base de coliflor fue baja en
comparacién con otras cuatro dietas artificiales a base de trigo y maiz (Acantila et
al., 2004), lo que se debe a bajos contenidos de nutrientes o deficiencias de algin
nutriente del coliflor (Cibrian, 1994). Por otro lado, estudios realizados por Peraza
(2011), muestra que en individuos de C. decolora alimentados con hojas de
Alstroemeria sp, presentaron mayor sobrevivencia y el desarrollo fue mas rapido, a
diferencia de individuos alimentados con individuos alimentados con cebolla, papa,

trébol, uchuvay aji (Peraza, 2011).

Culvas de sobrevicencia de C.uncilata
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Figura 5. Curva de sobrevivencia de C. uncilata, desde la etapa larval alimentados

con dos dietas naturales y una artificial

En la figura 6, se presenta la curva de fecundidad de C. uncilata, la cual muestra el

namero promedio de huevos producidos por unidad de tiempo por hembra, segun
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su edad (Vera et al., 1997). En esta, se puede observar que, en primer lugar, los
adultos cuyas larvas se alimentaron con Alstroemeria, presentaron un periodo
mas fecundo desde el dia 7 al dia 10, con un maximo en el dia 8; en segundo
lugar, los adultos cuyas larvas se alimentaron con Coliflor, presentaron un periodo
mas fecundo entre los dias 9 y 13, con un maximo en el dia 11; finalmente, los
adultos cuyas larvas fueron alimentadas con la dieta artificial, se observé el

periodo mas fecundo entre los dias 15y 17, con un maximo en el dia 16.

Segun flores (2004), quien realizo estudios de fecundidad sobre C. incommoda
Walker, muestra que los individuos cuyas larvas fueron alimentadas con coliflor
obtuvieron una mayor postura de huevos entre las edades 2 y 8, con un maximo
de ovoposicion en el dia 4; pues un factor importante del desarrollo es la dieta
suministrada a los individuos y esta influye sobre los parametros del ciclo de vida,
tales como, tamafio de larvas, proporcion de sexo, la fertilidad y sobrevivencia
(Schowalter, 2006; Cohen, 2004).

Curvas de fecundidad C. uncilata
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Figura 6. Curvas de fecundidad de C. uncilata, alimentadas con dos dietas

naturales y una artificial
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Por otra parte, las caracteristicas morfoldgicas, la calidad nutricional de las plantas
y el contenido de metabolitos secundarios, pueden afectar en el desarrollo del
insecto, especialmente en estados de larva, pupa y adulto, teniendo consecuencia

en la sobrevivencia y fecundidad (Awmack y Leather, 2002)

CONCLUSIONES

En este trabajo se obtuvo informacion sobre la duracion del ciclo de vida de C.
uncilata en individuos alimentados con alstroemeria, coliflor y una dieta artificial. El
ciclo de vida fue mas largo en las cohortes alimentadas con la dieta artificial. Sin
embargo, los individuos de C. uncilata, no presentan diferencias significativas en la
duracion del ciclo de vida, a pesar de ello, se demostr6 que el alimento
suministrado a las cohortes si influyen en la cantidad de huevos puestos por
hembra en el periodo adulto. Por lo tanto, la dieta influye en las tasas de
fecundidad de C. uncilata. Finalmente se concluye que el alimento no influye de

forma significativa en la duracion del ciclo de vida de los individuos de C. uncilata.

RECOMENDACIONES

Para la cria masiva de C. uncilata, se recomienda el uso de la dieta artificial, pues
esta dieta presenta ventajas frente a las dietas naturales: en cuanto a su manejo,
no requiere mantenimiento diario, ya que al contener antimicrobiales vy
conservantes, el tiempo util es mayor que en los alimentos naturales, los cuales
duran alrededor de un dia. A esto se suma el alto porcentaje de sobrevivencia por
ejemplo, del dia 7 al dia 55 el 80% de los individuos alimentados con la dieta
artificial sobrevivieron, en comparacion con los individuos alimentados con
alstroemeria que al dia 55 solo el 50% de los individuos sobrevivieron y en los
individuos alimentados con coliflor al dia 55 solo el 40% de los individuos
sobrevivieron; pues la poca manipulacién de los individuos alimentados con la
dieta artificial disminuye la probabilidad de mortalidad en los individuos de etapas

de desarrollo inmaduro. Por estas razones, si se requiere realizar una cria masiva

28



de C. uncilata, se recomienda alimentar a los individuos con la dieta artificial

(Cenicafa, 2006) manejada en el presente trabajo.
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CAPITULO 2

VOLATILES ALMACENADOS EN LA GLANDULA SEXUAL DE Copitarsia
uncilata (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE) ALIMENTADAS CON DOS DIETAS
NATURALES Y UNA ARTIFICIAL.

Resumen

La comunicaciébn entre insectos estd regulada por compuestos quimicos
mensajeros conocidos como semioquimicos, los cuales pueden ser feromonas,
gue en el caso de Lepiddpteros de la familia Noctuidae se encuentra sintetizada
en la glandula sexual de las hembras. El uso de las feromonas, actualmente ha
sido una herramienta potencial para el control de plagas, ya que disminuye el uso
de insecticidas para el control de plagas. Por esta razén la presente investigacion
tuvo como obijetivo determinar los componentes volatiles de la glandula sexual de
C. uncilata alimentada con dos dietas naturales y una artificial, con el fin de
evaluar la influencia que estos tenian sobre la composicion de la glandula. Para
ello se realizdé un ensayo de comportamiento, el cual determino que el potencial
reproductivo de la especie era entre los cinco y seis dias de edad adulta. Para
analizar los componentes volatiles, se seleccionaron hembras virgenes de cada
uno de los tratamientos: individuos alimentados con coliflor, alstroemeria y una
dieta artificial, para cada tratamiento se seleccionaron hembras a las cuales se les
realizo diseccion de la glandula sexual, la cual fue diluida en diclorometano, el
extracto fue evaluado por cromatografia de gases acoplado a espectrofotometria
de masas. Se encontré que los individuos evaluados bajo las diferentes dietas
contenian en la glandula sexual un componente mayoritario y uno minoritario
presentes en la feromona sexual de Noctuidae, adicionalmente se determiné que
el alimento influye en la composicién de la glandula sexual y asimismo en la

fecundidad.
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Palabra clave: Copitarsia uncilata, dieta natural, dieta artificial, duracion de ciclo

de vida

Abstract

Communication between insects is regulated by chemical compounds known as
semiochemicals, which can be pheromones, in the case Noctuidae family is
stored in the female’s sexual glands. Nowadays, the using of pheromones has
been a potential tool for plague control, because it reduces the side effects of
pesticides. Nevertheless, it is not known about its dynamics of production on the
insect and its variation neither, depending its diet. For this reason, this research
had as a target to determine the volatile components of the C. uncilata sexual
gland, feeding with two natural diets and an artificial one, to evaluate the influence
that these(diets) had over the gland composition. For fulfil that, it was made a
behavioral, which determined that the reproductive potential of the species was
between five and six days of its adult age. To analyze volatile components, virgin
females were selected from each one of the treatments: individuals fed with
cauliflower, alstroemeria and one with an artificial diet. For each treatment, females
were selected and dissected its sexual gland, which was placed on
dichloromethane. The final extract was analyzed by a gas chromatography coupled
to a mass spectrometry. It was determined that all evaluated individuals under the
different diets presented as a principal component the and the as minor component
in present sexual gland’s. In addition, it was determined that food influences in the
production of compounds of the sexual gland and fertility.

Key words: Semiochemicals, sexual pheromone, Copitarsia uncilata, natural and

artificial diets, sexual gland’s chemical composition.
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ESTADO DEL ARTE

Semioquimicos
La comunicaciébn entre insectos estd regulada por compuestos quimicos
mensajeros conocidos como semioquimicos (Howse, 1998); estos se clasifican en
feromonas y aleloquimicos; las feromonas estan implicadas en la comunicacion
intraespecificas y los aleloquimicas estan implicados en la comunicacion

interespecifica (tabla 1) (Vacas, 2011)

Tabla 1. Clasificacion y funcion de los semioquimicos en los insectos. Tomado y
modificado de (Vacas, 2011)

Semioquimicos Tipos Funcién
De alarma, sexuales,
Inductoras -
agregacion
Feromonas y
o De maduracion sexual,
Primarias
desarrollo
Kairomonas Benefician al receptor
Alomonas Benefician al emisor

Aleloquimicos o _
Sinomonas  Benefician emisor y receptor

Antimonas No beneficia a ninguno

Feromonas en los insectos
Las primeras investigaciones en etologia de polillas (Leptidoptera:Noctuidae)
fueron realizadas por J.H Fabre a finales del siglo XIX, en donde afirmo que las
hembras eran capaces de emitir una sustancia que atraia a los machos (Jones,
1998). Hasta el siglo XX estas sustancias fueron identificadas como compuestos

organicos de tipo hidrocarburo de cadena lineal (Vacas, 2011).

La palabra feromona significa “Portador de excitacién”, la cual se refiere a las

sustancias de origen animal que logran producir una reaccién especifica en
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miembros de la misma especie (Karlson y Luscher, 1959). En 1959 fue
descubierta la primera feromona sexual de un insecto, la polilla de seda (Bombyx
moli L.) (Jutsum y Gordon, 1989). Desde entonces, se han venido haciendo
diferentes investigaciones sobre estas, autores como: Wilson y Bossert (1963),
clasificaron las feromonas en inductoras y primarias, las primeras provocan un
cambio inmediato en el comportamiento, y las segundas provocan cambios en el
desarrollo (Wilson y Bossert, 1963). Dentro de las feromonas de induccion se
encuentran las feromonas sexuales, las cuales son emitidas por las hembras, y
generan una respuesta inmediata de atraccion en los machos ocasionando la

copula (Vacas, 2011).

Las feromonas sexuales son emitidas desde la glandula sexual de la hembra, los
analisis muestran feromonas compuestas de dos, tres y hasta 10 compuestos
elementales diferentes, los cuales se caracterizan por tener cadenas de
hidrocarburos lineales comprendidos por 10 a 18 atomos de carbonos que llevan
una funcién primaria, acetato o aldehido, ademas tienen presente uno o dos
radicales insaturados cuya informacion es fundamental para la especificidad del

mensaje quimico (Pierre, 1989).

La identificacibn de estos compuestos es llevada a cabo mediante diferentes
técnicas, cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas la
espectrometria de masas acoplada a cromatografia de gases (CG-EM) o liquida
(EM-HPLC), espectroscopia de infrarrojo, espectroscopia de ultravioleta-visible y la
resonancia magnética nuclear (RMN) (Vacas, 2011). Por su parte la (CG-EM) es
una técnica de separacion ideal, lo que se contribuye a su alta sensibilidad (Jones
et al., 1999).
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Uso de las feromonas para el control de plagas

Las plagas en los cultivos, provocan graves dafios y por lo tanto pérdidas para la

agricultura, por esta razén es importante evaluar nuevos métodos de control que

sean mas eficientes, generando menos efectos negativos en el ambiente, lo cual

genere un desarrollo de la agricultura de una forma sostenible, por consiguiente, el

uso de feromonas es una herramienta potencial para esto (Vacas, 2011), ya que

ayuda a la deteccién y seguimiento de las poblaciones y de esta manera evalla

métodos directos de control (Campion y Nesbitt, 1981).
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Métodos directos de control con el uso de feromonas sexuales
Captura masiva: consiste en el uso masivo de trampas de feromona por
hectarea, con el fin de conseguir control la plaga con la captura de
individuos de la poblacion en un numero elevado, en este, ocurre la
atraccion: una vez el individuo es atraido, es expuesto a un toxico que lo
infecta o lo esteriliza (trasmite esto a la poblacion) o directamente produce
su muerte y la confusion sexual: esta técnica bloquea la comunicacion entre
macho y hembra, saturando el medio donde se transporta la feromona
sexual, logrando impedir las copulas y de esta manera evitar la

reproduccién de la especie (Vacas, 2011).

La desorientacion de los machos por el método directo de confusion sexual
puede darse por diferentes mecanismos: (Weatherston, 1990),
adaptaciéon/habituacion, este tiene efectos neurofisiolégicos directos sobre
el insecto por la elevada exposicién de la feromona, ocasionando que no
responda al estimulo natural, otro mecanismo es el de pista falsas, el cual
ocurre cuando el macho recibe muchas sefiales desde distintos puntos
emisores de la feromona, las cuales compiten con las sefales de las
hembras, finalmente el mecanismo de camuflaje que puede ocasionar que
la emisidbn natural sea camuflada por la sintética, por las altas

concentraciones de la feromona en la trampa (Vacas, 2011).
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Feromonas estudiadas en Copitarsia spp.

Diferentes autores reportan estudios en la identificacion de la feromona
sexual de Copitarsia spp.; Espinoza et al., (2012), evalu6 en C. corruda, la
composicién de los compuestos volatiles de un extracto diclorometano de
las glandulas sexuales de insectos hembra, por medio de cromatografia de
gases acoplada a espectrometria de masas, donde se identifico el
compuesto acetato de (Z)-tetradec-9-enilo, el cual describen como el

compuesto principal de la feromona sexual (Espinoza, et al., 2012).

Una de las especies mas estudiadas es C. decolora, pues es hospedera de
varios cultivos de importancia econémica; Barriento et al., (2011) evaluaron
la tasa de liberacion de la feromona sexual de C. decolora, (Lepidoptera:
Noctuidae) en brécoli, donde determinaron la presencia de tres
compuestos: acetato de (2)-tetradec-9-enilo (Z9-14:Ac) , (Z)-tetradec-9-en-
1-ol (Z9-14:0H), en los cuales la emision y estabilidad de la feromona varia
por factores como la temperatura y humedad relativa (Barrientos , et al.,
2011). Por otro lado, Rojas et al., (2005), recolectaron volatiles y extractos
de la glandula sexual de hembras virgenes e identificaron los componentes
de la feromona sexual de C. decolora. Dentro de estos, el Z9-14: OH y Z9-
14:Ac fueron activos electrofisiolégicamente, cuya prueba en campo dio

como resultado captura de machos adultos (Rojas et al., 2006).

El uso de trampas cebadas con componentes identificados de la sintesis de
feromonas sexuales de C. decolora y C. corruda, ha sido exitosas en el
control de estas plagas en México y en Pera (Barrientos et al.,, 2011 y
Espinosa et al.,, 2012). Sin embargo, en Colombia no se han realizado
estudios sobre C. uncilata ni su dindmica de produccion en el insecto. Por

esta razon, la siguiente investigacion tuvo como finalidad determinar la



composicién de los volatiles almacenados en la glandula sexual de las
hembras de C. uncilata de cinco y seis dias de edad alimentadas con dos

dietas naturales y una artificial.

MATERIALES Y METODOS

Para determinar la composicion de los volatiles almacenados en la glandula sexual
de C. uncilata se utilizaron los individuos del pie de cria establecido en el primer
capitulo del presente estudio. En el laboratorio de Control Biologico del campus
CajicA de la Universidad Militar Nueva Granada, los individuos fueron
monitoreados hasta la edad adulta, los cuales se mantuvieron en condiciones
controladas de temperatura, humedad relativa y fotoperiodo invertido (19,72+
0,45°C, 58,41+ 5,63%, 12:12 (L:O) ) (Castro y Rodriguez, 2015). De la misma
manera, las larvas fueron alimentados con coliflor (Brassica oleracea var Botrytis)
(alimento refrigerado) y Alstroemeria (Alstroemeria sp) (en fresco) debido a que se
ha reportado que Copitarsia spp. se alimenta del follaje de dichas variedades
(Barrios et al, 2004 y Suarez, et al., 2006); estas fueron obtenidas del invernadero
de Control Biolégico de la Universidad. En cuanto a la dieta artificial fue
empleada la reportada por cenicafia para cria masivas de Diatrea saccharalis
(Cenicafna,2006).

Ensayo de Comportamiento Reproductivo

Con el fin de determinar el efecto de la edad en el comportamiento
reproductivo de los individuos de C. uncilata, se evaluaron 46 parejas
(hembra y macho) de un dia de emergidas (alimentadas con una solucién
azucarada en una relacion 1:1), las cuales fueron dispuestas en cAmaras de
copula. Los individuos fueron monitoreados mediante un avistamiento con
luz roja durante 12 horas (18:00 horas- 06:00 horas), por siete dias, en
donde se evaluaron, cada 20 minutos, aspectos comportamentales de los

individuos adultos como actividades reproductivas (exposicion de la
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glandula de la hembra, exposicion de los claspers de los machos, cortejo,
intento de copula, copula). La copula se caracterizé por la visualizacion de
la union de los genitales de la hembra y el macho, quedando ambos viendo
a lados opuesto, y terminando al momento de separarse. Asi mismo, se
midi6 la fecundidad, teniendo en cuenta el numero total de huevos

ovipositados.

Analisis e identificacion de compuestos volatiles de Copitarsia pos

uncilata

Preparaciéon del extracto glandular

El ensayo de comportamiento marco tres rangos de edad, de 1 a 2 dias
(E1), de 2 a 4 dias (E2) y de 4 a 6 dias (E3). A partir de esto se utilizaron
individuos de la edad 3, edad en la cual se gener6 mayor exposicién de
glandula sexual por mayor proporcion de fecundidad de los individuos. A
partir de esto, se seleccionaron hembras virgenes de 5 a 6 dias de edad,
discriminando la alimentacién en el estado larval: brocoli, alstroemeria y la
dieta artificial. La extraccion de la glandula se realiz6 entre las dos y cuatro
horas de escotofase (Altamar, 2016). Para este fin, se realizdé una incision,
seguido de una leve presion, en la regién terminal del abdomen para ser
posible la exposicion de la glandula y posterior corte con tijeras de
diseccion. Cada glandula disectada se sumergié en viales de 2 mL
conteniendo diclorometano en una relacién de 5 pL/glandula (Figura 1). El
extracto se analiz6 ocho dias después de la extraccion, el cual se mantuvo
a -20°C.



Figura 1. Pasos de extraccion de glandula sexual de Copitarsia uncilata. (a)
Segmento terminal del abdomen, glandula expuesta, (b) corte de la glandula. (c)
vial (Altamar, 2015)

Andlisis e identificacibn de compuesto volatiles de la feromona sexual

de Copitarsia uncilata

Para el andlisis de la composicion de los extractos glandulares, se
inyectaron 10 pL del extracto glandular en un cromatografo de gases
acoplado a espectofotometria de masas (CG-EM), técnica analitica
dedicada a la separacién, identificacion y cuantificacibn de mezclas de
sustancias volatiles y semivolatiles. La inyeccién se llevé a cabo teniendo
en cuenta dos programas de temperaturas descrito por Altamar et al.,
(2016), el cual indica que la temperatura inicial empleada es de 100°C, la
cual se incrementa cada cinco minutos hasta alcanzar 250°C, temperatura
gue se mantuvo durante cinco minutos, seguido a esto, se increment6 10°C
hasta alcanzar una temperatura de 280°C, temperatura que se mantuvo por
cinco minutos mas. Por otra parte, se utilizé helio como gas de arrastre a un
flujo constante de 2 mL/min. La identificacion de los compuestos se llevé a
cabo mediante la utilizacién del Software Thermo Xcalibur por medio de la
libreria de espectros de masa del Instituto Nacional de estandares y
Tecnologia (NIST).

Para el analisis de los datos obtenidos y para determinar el efecto de las

dietas sobre la composicion de la feromona sexual de C. uncilata, se realizé



un andlisis multivariado mediante el software SIMCA v. 13.03.3, el cual
permitid evaluar las variables con respecto a la dieta, determinando de esta
manera similitudes y diferencias. Para tal fin, se realiz6 un andlisis de
componentes principales (PCA) (Pearson, 1901), para determinar varianzas
entre todas las muestras. Después de esto, se realizaron correlaciones de
dietas mediante minimos cuadrados parciales ortonormalizado
discriminando por dietas (OPLS-DA) (Worsley et al., 1996). Para determinar
varianzas y correlaciones entre las muestras, se discriminaron los datos de
esta manera: Alstroemeria con Artificial, Alstroemeria con coliflor, Artificial
con coliflor, (de cada uno de estos tratamientos (dietas), se realizaron tres
repeticiones ver tabla 2) y finalmente se determind si existia una relacion
con la tasa de fecundidad en los individuos alimentados con diferentes

dietas y la composicion de la feromona bajo estas condiciones.

Tabla 2. Nomenclatura de repeticiones en cada uno de los tratamientos

(dietas). E3: edad tres (cinco y seis dias)

Tratamiento Repeticion

AlsE3_1 ColE3_1 ArtE3 1
Alstroemeria AISE3_2 Coliflor ColE3_2 Artificial ArtE3 2
AIsE3 3 ColE3_3 ArtE3 3

RESULTADOS Y DISCUSION

Comportamiento reproductivo de C. uncilata

En el ensayo de comportamiento, se pudo observar que la fluctuacion del
comportamiento reproductivo de los individuos se encuentra ligado a la edad, pues
entre la edad 2, la actividad de cortejo se presenta en el 50% de los individuos,
por otro lado el pico de copula se encuentra en los individuos con 3 dias de edad,
con el 30% de los individuos, y en el dia 7 se observa que la fecundidad aumenta

exponencialmente (Figura 2). Segun Reyes et al., (2015), en C. decolora la edad
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de los individuos afecta el potencial reproductivo de los mismos; por esta razén la
E3 a evaluar en esta investigacion fue seleccionada, ya que el alto porcentaje de
individuos en esa edad estaban ovipositando y por lo tanto exponiendo la glandula

sexual, ya que en esta se encuentra el ovipositor. (Burgos y Leiva, 2006)

Fluctuacion del comportamiento reproductivo de C. uncilata
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Figura 2. Fluctuacién del comportamiento reproductivo de C. uncilata

representado por el porcentaje de individuos en funcion del tiempo.

Analisis e identificacion de compuestos volatiles de C. uncilata

El andlisis por CG-EM de los compuestos volatiles de las glandulas sexuales de C.
uncilata alimentadas con dos dietas naturales y una artificial, detectaron 10
compuestos diferentes (Tabla 3). Entre ellos, se destacan hidrocarburos, alcoholes
de cadenas largas y acidos grasos. Dentro de los hidrocarburos, el mas abundante
fue el tetradec-9-en-1-il acetato en las tres dietas, presentando mayor abundancia
relativa en individuos alimentados con Alstroemeria (17,7%). De la misma manera,
algunos autores han determinado que este compuesto, el acetato de (Z)-tetradec-
9-en-1-ol, es una feromona potencial del insecto C. corruda (Espinoza et al.,
2012). Ademds, el compuesto tetradec-9-en-1-ol también estd presente en la
feromona sexual de C. decolora (Rojas et al., 2006), al igual que en C. corruda,
pues estos compuestos tienen una respuesta electrofisiolégica positiva en las

antenas del macho (Espinoza et al., 2012). Sin embargo, este compuesto no esta
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presente en los individuos criados bajo la dieta artificial, lo que puede estar sujeto
al tipo de alimento empleado, pues la mayor parte de los componentes
glandulares, que para este caso son acidos grasos, el 41% de la composicién,
se derivan del alimento o planta hospedera consumido por el insecto en estado
larval (Wadhams, 1990 y Mufiis, 2007).

Tabla 3. Composicion de los volatiles almacenados en las glandulas sexuales de

C. uncilata de cinco y seis dias de edad (TR: tiempo de retencién) (IR: indices de

retencién)
Abundancia relativa (%)

N Nomb t Tr(mi IR . . . e

° ombre compuesto r(min) Alstroemeria  Coliflor Dieta artificial

1 411-dimetiltetradecano 16,32 1498 0,58 +0.02 21+1.2 25+1.4

2  2,6,19-trimetil ltetradecano 17,39 1548 0,9+ 0.26 20+1.6 3,318

3 tetradec-9-en-1-ol 20,42 1673 0,9+ 0.44 0,64 -

4 tetradec-9-en-l-lacetato 2323 1792 | 177+106 69+7;3 84+26 |

5 octadecano 23,35 1802 20+0.7 35+1.22 42+0.6

6 tetradec-1-il acetato 24,46 1806 3,7+ 2,7 1,6+0,3 1,8+0.6

7 nonadecane 25,65 1902 0,7 £0.08 1,9+ 0.83 1,44+ 0.26

8 octadecan-1-ol 28,98 2078 0,8+0.35 1,56+ 0.9 1,2+ 0.56

9 octadec-9,12,15-trienal 30,57 2023 24+25 1,05+ 0.56 1,03+ 0.3
10 2,4,10-trimethyl eicosano = 32,94 2189 1,0+£0.34 1,2+0,12 47+£11

Por otra parte, también se evidencio la presencia de 4,11-dimetil tetra decano en
la glandula sexual de C. uncilata, en individuos alimentados en estado larval con
alstroemeria, coliflor y la dieta artificial, siendo mas abundante en la dieta artificial
(2,5 %). Este mismo compuesto se fue evidenciado en las glandulas abdominales
de Pachycodyla sennaarensis (Formicidae: Poreninae) hormiga de fuego (Reza, et
al., 2009) y en Trichodema harzianum (Hypovreales: Hypocreaceae)
(Shafiguzzaman, et al., 2012), hongo fungicida usado para el control de plagas
en plantas, Trichoderma spp. estan presentes en casi todos los suelos (Yedidia.
et al., 1999). Por lo tanto, este compuesto se puede transmitir por el alimento de

los individuos y es almacenado por las hembras en la glandula sexual.
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La presencia del compuesto octadecano en la glandula sexual de C. uncilata fue
evidenciado, siendo mas abundante en la dieta artificial (4,2%), este compuesto se
ha reportado en diferentes especies de insectos, dentro de los cuales se
encuentra Amauris niavius (Lepidoptero: Danainae) (Pherobase, 2017) y en
plantas, en donde cumple una funcién antihelmintica, es decir ayuda a prevenir

infecciones por parasitos (Moya y Escudero, 2015).

Finalmente, en el extracto de la glandula sexual de c. uncilata, fueron encontrados
compuestos de tipo alcohol primario (Tabla 3): tetradec-9-en-1-ol (3), tetradec-9-
en-1-il acetato (4), tetradec-1-il acetato (6), octadecan-1-ol (8) y octadec-9-12-15-
trienal (9). De estos compuestos, se han reportado que tetradec-1-il acetato y
octadecan-1-ol son compuestos minoritarios de las feromonas en lepidopteros
(Martinez et al., 1990), de igual forma los mismos compuestos han sido reportados
por Altamar et al. (2015), en Copitarsia pos. uncilata. Adicionalmente
compuestos como tetradec-9-en-1-ol (3), tetradec-9-en-1-il acetato (4), tetradec-1-
il acetato (6), estan presentes en especies pertenecientes al orden Lepidéptera de
la familia Noctuidae, al igual que en otros ordenes de insectos (Pherobase, 2017),
pues estos compuestos presentan la estructura tipica de las feromonas tipo I, las
cuales se caracterizan por tener alcoholes primarios y derivados de acetatos y
aldehidos (Ando et al., 2004).
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Figura 3. Cromatogramas de los compuestos volatiles de las glandulas sexuales

de hembras de C. uncilata alimentadas con Coliflor (Col3), Dieta artificial (Art3) y

Alstroemeria (Als3). Cada uno de los tratamientos presenta tres cromatogramas
(dieta_repeticion) (cada una de las sefiales o picos hacen referencia al numero del

compuesto de la tabla 3)

Analisis multivariado

Por medio del andlisis de componentes principales, se realizé en primer lugar, una
discriminacion por grupos similares, lo cual arroj6é cinco grupos diferentes (Figura
4). Estos asociaron a las muestras ArtE3_1, ArtE3 2, ArtE3 3, ColE3_1 y
ColE3_2 en el grupo 1, lo cual describe que estas muestras son similares entre si.
Las muestras AISE3_1 grupo 2, AISE3_3 grupo 3, AIsE3 2 grupo 4 y ColE3_3 fue
designada en el grupo 5. Lo anterior determina que las muestras tienen
diferencias entre si; sin embargo, las muestras de pertenecientes a individuos

alimentados con Alstroemeria se encuentran en el mismo cuadrante y cercanas
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entre ellas, diferente a las muestras de individuos alimentados con coliflor que se
encuentran en cuadrantes diferentes a las otras muestras y muy alejado entre los
mismos. Esto puede deberse a que los individuos analizados en esta repeticion se
les suministré coliflor adquirido en almacenes de altas superficies (Carulla), al
contrario de las otras dos repeticiones que se alimentaron con coliflor cultivado en
la universidad. Esta diferencia se puede correlacionar con que las caracteristicas
guimicas de los suelos pueden variar las composiciones quimicas de las plantas
(Fassbender y Bornemisza, 1987), esto explicaria la gran diferencia de esta

muestra con las otras.
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Figura 4. Modelo PCA derivado de los cromatogramas obtenidos porel analisis de
los compuestos de la glandula sexual de C. uncilata alimentadas con tres dietas
diferentes (Alstroemeria: AISE3_n), (Coliflor: ColE3_n), (Artificial: ArtE3_n), donde

n es el niumero de repeticion. (A). Analisis jerarquico de grupos.

Después de realizar PCA, se realiz6 en segundo lugar un OPLS-DA, en el primer

caso (Figura 5), se observa que se diferenciaron tres grupos, los cuales
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pertenecen a cada una de las dietas, lo que determina que cada una de las dietas

genera un efecto diferente sobre los volatiles almacenados en la glandula sexual

de C. uncilata, dado que el alimento suministrado a los individuos en estado larval,

afecta la composicién quimica en los insectos en estado adulto (Blanco, 2004 y

Lahoz, 2003).
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Figura 5. Modelo OPLS-DA derivado de los Cromatogramas obtenidos del analisis

de los compuestos de la glandula sexual de C. uncilata alimentadas con tres
dietas diferentes (Alstroemeria: AISE3_n), (Coliflor: ColE3_n), (Artificial: ArtE3_n),

donde n es el niumero de repeticion.

En tercer lugar, se discriminaron los datos por dietas, para determinar varianza o

correlaciones entre las muestras mediante OPLS-DA. En la figura 6, se observa

gue las muestras de individuos alimentados con alstroemeria y dieta artificial son

diferentes en cuanto a la composicion de

los volatiles almacenados en la

glandula sexual, pues se encuentran distantes y en cuadrantes diferentes. Esto se

corrobora observando en S-line (figura 7), donde se observa que la dieta artificial

no esta generando diferencias en la composicion de la glandula sexual de C.

uncilata, ya que no se observan compuesto que influyan en la parte positiva del s-

line, al contrario de la dieta de Alstroemeria, donde los compuestos 4 (tetradec-9-
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en-1-il acetato), 8 (octadecan-1-ol) y 10 (2,4,10-trimethyl eicosano) mostrados en
la tabla 3, marcan una diferencia sobre la dieta artificial, lo cual indica que la
abundancia de estos compuestos en la dieta Alstroemeria son mayores que en la
dieta artificial. Lo que nos lleva a decir que la dieta artificial tiene deficiencias
nutricionales, pues segun estudios la mezcla de ingredientes no llega a ser
homogénea, lo que lleva a deficiencias nutricionales, lo cual genera baja
ovipocicion de las hembras (Vargas, 1985). Asimismo, investigaciones
comprueban que las deficiencias nutricionales en las dietas artificiales evitan que

los individuos pasen de una etapa de desarrollo a la otra (Vargas, et al., 1988)
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Figura 6. Modelo OPLS-DA derivado de los Cromatogramas obtenidos del analisis
de los compuestos de la glandula sexual de C. uncilata alimentadas con
Alstroemeria (Alstroemeria: AISE3_n), y Dieta artificial (Artificial: ArtE3_n), donde n

es el niumero de repeticion.
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Figura 7. S-line derivado de OPLS-DA (Alstroemeria vs Atrtificial). El eje x (Var ID)
corresponde al tiempo de retencion en el Cromatogramas. Mapa de calor

(derecha): de rojo a azul: mayor a menor influencia sobre variables.

Por otra parte, se evaluo6 la variacion de los compuestos en la glandula sexual de
individuos alimentados con alstroemeria y coliflor. Este analisis determind que las
dos muestras son diferentes entre si, pues fueron separadas en dos grupos,
aunque cada repeticidon se encuentra distante. Adicional a esto, se observa en el
S-line (figura 9), que la alstroemeria tiene mayor produccion del compuesto 4
(tetradec-9-en-1-il acetato) (tabla 3), lo que lo hace diferente de la dieta de coliflor,
sin embargo, esta dieta presenta mayor produccion del compuesto (8), el cual es
el compuesto minoritario reportado para feromonas en Lepidopteros (Martinez. et
al., 1990).
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Figura 8. Modelo OPLS-DA derivado de los Cromatogramas obtenidos del analisis
de los compuestos de la glandula sexual de C. uncilata alimentadas con
Alstroemeria (: AIsE3_n), y Coliflor (Coliflor: ColE3_n), donde n es el numero de
repeticion.
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Figura 9. S-line derivado de OPLS-DA (Alstroemeria vs Coliflor) El eje x (Var ID)
corresponde al tiempo de retencion en el Cromatogramas. Mapa de calor

(derecha): de rojo a azul: mayor a menor influencia sobre variables.

Por otra parte, se comparo la dieta artificial y la de coliflor. Segun la figura 10, el
OPLS-DA arroja dos grupos, lo que determina que las dos dietas influyen de
manera diferente en la composicion de la glandula sexual de C. uncilata. Esto se

corrobora en el S-line (figura 11), donde se observan que diferentes compuestos
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tienen una influencia sobre la composicion de la glandula sexual de la especie,

dentro de estos compuestos encontramos en la dieta del coliflor,

mayor

abundancia en los compuestos 5 (octadecano) ,6 (tetradec-1-il acetato) ,8

(octadecan-1-ol) ,9 (octadec-9,12,15-trienal) mostrados en la tabla 3, lo cual la

hace diferente de la dieta artificial en cuanto a la composicion de la glandula

sexual de la especie estudiada. Por lo tanto, la composicién de la glandula sexual

en insectos esta influenciada por el alimento que los individuos consumen en

estados inmaduros (Nicholls, 2008).
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Figura 10. Modelo OPLS-DA derivado de los cromatogramas obtenidos del

analisis de los compuestos de la glandula sexual de C. uncilata alimentadas con
Dieta artificial (Artificial: ArtE3_n) y Coliflor (Coliflor: ColE3_n), donde n es el

namero de repeticion.
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Finalmente, se evalud la influencia de las dietas sobre los compuestos volatiles de
la glandula sexual de C. uncilata, asociado a la fecundidad acumulada de las
hembras adultas mediante un analisis OPLS con variable simple. En la figura 12,
se muestra que todas las dietas presentaron diferente fecundidad, siendo mayor
en AIsE3_1. Sin embrago, este parametro de fecundidad estaria siendo afectado
por diferentes compuestos (figura 13), cuya produccidn a su vez estd siendo
influenciada por el alimento. Se puede evidenciar que las dietas naturales
presentan mayor abundancia de los compuestos 4,6,9 y 10, mostrados en la tabla
3, por lo tanto, estos compuestos favorecen el proceso de fecundidad de C.
uncilata, no obstante, los compuestos 5 (octadecano) y 8 (octadecan-1-ol) de la

tabla 3, no estan influyendo en la fecundidad de la especie.

De esta manera, se determiné que el alimento no solo estaria influyendo en la
composicion de la glandula sexual de C. uncilata, sino también esta afectando en
la tasa de fecundidad de los individuos, la cual esta influenciada en gran medida a
la exposicion de la glandula sexual y por ende liberacion del compuesto 4
(tetradec-9-en-1-yl acetato) como componente mayoritario de la feromona sexual,

pues este seria necesario para que ocurra la copula y, por lo tanto, promueve a la
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oviposicion lo que aporta a la fecundidad de la poblacién (Schowalter, 2006;
Cohen, 2004).
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Figura 12. Modelo OPLS, supervisado con el porcentaje de fecundidad, derivado
de los Cromatogramas obtenidos del andlisis de los compuestos de la glandula
sexual de C. uncilata alimentadas con Alstroemeria (Alstroemeria: AISE3_n), y

Dieta artificial (Artificial: ArtE3_n), donde n es el nimero de repeticion,
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Figura 13. S-line derivado de OPLS (Fecundidad como variable continua). El eje x
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(derecha): de rojo a azul: mayor a menor influencia sobre variables.
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CONCLUSIONES

En este trabajo se obtuvo informacién sobre la composicion de la glandula sexual
de C. uncilata en individuos alimentados con alstroemeria, coliflor y una dieta
artificial. Los individuos alimentados con las dietas naturales presentaron los
mismos compuestos, pero con abundancias diferentes, siendo mayores en los
individuos alimentados con Alstroemeria, al contrario de lo individuos alimentados
con la dieta artificial, los cuales presentaron ausencia del componente minoritario
reportado para las feromonas sexuales de individuos pertenecientes a la familia

Noctuidae.

Adicionalmente, se observé que el componente mayoritario y minoritario fueron los
mas influyentes en la composicién de la glandula sexual de C. uncilata, lo cual
hace que existan diferencia entre la composicion de la glandula sexual en

individuos alimentados con diferentes fuentes alimenticias.

En cuanto a las dietas, la Alstroemeria presente mayor abundancia de compuestos
pertenecientes a la feromona sexual segun reportes, seguido por el coliflor y la
dieta artificial. En esta Ultima fue evidente las bajas abundancias de los
compuestos de la glandula sexual, mas aun de los componentes pertenecientes a

la feromona sexual, lo cual se atribuye a bajos niveles nutricionales de esta dieta.

Finalmente se observd un efecto de la dieta y la composicion de la glandula sexual
sobre la tasa de fecundidad de las hembras, la cual esta siendo influenciada en

gran medida por el componente mayoritario de la feromona sexual.

RECOMENDACIONES
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Una vez identificada la composicion de la glandula sexual de C. uncilata
alimentada en estado larval con dos dietas naturales y una artificial, se
recomienda realizar ensayos comportamentales sobre las respuestas a estos
compuestos en diferentes proporciones, lo cual ayude a determinar la influencia de
la composicion de la glandula sexual de la especie sobre la funcionalidad de los

compuestos, y de esta manera analizar la respuesta de los machos frente a estos.
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