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Resumen

Feromona sexual como estrategia para el manejo integrado de Opsiphanes cassina Felder, 1862 en
cultivos de palma de aceite

Uno de los principales insectos-plaga que afecta actualmente al sector palmicultor de Colombia es
Opsiphanes cassina Felder, 1862 (Lepidoptera: Nymphalidae). El alto consumo foliar del estadio larval de
este lepidoptero lo convierte en una especie agresiva de dificil manejo, causante de pérdidas econémicas
significativas. Las caracteristicas bioecoldgicas de O. cassina en el cultivo de palma de aceite indican que
uno de los puntos clave para su manejo integrado es el monitoreo y control de las poblaciones de
adultos. En este sentido, la modificacién del comportamiento en respuesta al uso de estimulos de
naturaleza quimica como las feromonas, resulta un escenario promisorio. El objetivo de este trabajo fue
establecer las condiciones de extraccién, andlisis quimico y evaluacién de los semioquimicos que
modulan la conducta sexual de O. cassina. Para ello, la investigacion se desarrolld en tres etapas: en la
primera se estudié el comportamiento de la especie bajo condiciones de laboratorio; en la segunda, se
extrajeron e identificaron los VOCs liberados por los adultos y finalmente, en la tercera, se evalud la
respuesta electrofisiolégica y comportamental de los insectos frente a los compuestos identificados.

La separacién de los individuos adultos, de acuerdo con las caracteristicas de dimorfismo sexual de la
especie, permitid establecer la presencia de estructuras glandulares en el abdomen y alas de los machos,
las cuales se han asociado con la produccién de la feromona sexual de insectos de la misma familia y
género. Por su parte, las observaciones del comportamiento bajo condiciones de laboratorio sugirieron
que el llamado de los machos hacia las hembras ocurre entre las 18:00 y las 20:00 h, horario en el cual
el macho llena sus estructuras glandulares, tiembla, realiza movimientos de abdomen y expone los
penachos de las alas posteriores, mientras libera la feromona sexual. El andlisis por CG-EM de las
muestras de extraccién directa con solvente, head-space dindmico HSD y head-space estdtico con micro-
extraccion en fase sélida HS-MEFS, permitié identificar tres VOCs especificos de los machos como (E)-
nerolidol, vainillina y (Z)-7-heptadeceno. La evaluacion por electroantenografia EAG, mostré que las
hembras son estimuladas por los compuestos, lo que sugiere su posible participacién en la interaccién
intraespecifica de la especie; sin embargo, bajo las condiciones empleadas en la evaluacion
comportamental no fue posible confirmar su accion atrayente. Pese a ello, los semioquimicos
identificados pueden constituir una alternativa para ser incorporados en el MIP de esta plaga en cultivos
de palma de aceite, por lo que se recomienda su evaluacién en campo.

Palabras clave: Opsiphanes cassina, palma de aceite, feromona, manejo integrado de plagas, control

etoldgico.
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Abstract

Sex pheromone as a strategy for the integrated management of Qpsiphanes cassina Felder, 1862 in
oil palm crops

One of the leading pest insects affecting the Colombian palm sector is Opsiphanes cassina Felder, 1862
(Lepidoptera: Nymphalidae). The high foliar consumption of the larval stage of this lepidopteran makes
it an aggressive species that is difficult to manage, causing significant economic losses. The bioecological
characteristics of O. cassina in oil palm cultivation indicate that one of the critical points for its integrated
management is the monitoring and controlling of adult populations. In this sense, the modification of
behavior in response to the use of stimuli of a chemical nature, such as pheromones, is a promising
scenario. The objective of this work was to establish the extraction conditions, chemical analysis, and
evaluation of the semiochemicals that modulate the sexual behavior of O. cassina. For this, the research
involved three stages: in the first, the behavior of the specie was studied under laboratory conditions;
in the second, the VOCs released by the adults were extracted and identified and finally, in the third,
the electrophysiological and behavioral response of the insects against the identified compounds was
evaluated.

The separation of the adult individuals, according to the characteristics of sexual dimorphism of the
species, allowed us to establish the presence of glandular structures in the abdomen and wings of the
males, which are associated with the production of the sex pheromone of insects of the same family and
genus. On the other hand, the observations of behavior under laboratory conditions suggested that the
call of the males towards the females occurs between 18:00 and 20:00 h, a time in which the male fills
his glandular structures, trembles, makes movements in the abdomen and exposes the tufts of the hind
wings, while releasing the sex pheromone. The analysis by GC-MS of the samples of direct extraction
with solvent, DHS, and HS-SPME, allowed to identify of three specific VOCs of the males as (E)-
nerolidol, vanillin, and (Z)-7-heptadecene. The evaluation by EAG, showed the females are stimulated
by the compounds, which suggests their possible participation in the intraspecific interaction of the
species; however, under the conditions used in the behavioral evaluation, it was not possible to confirm
its attracting action. Despite this, the identified semiochemicals may constitute an alternative to be
incorporated into the IPM of this pest in oil palm crops, so their evaluation in the field is recommended.

Keywords: Opsiphanes cassina; oil palm, pheromone, integrated pest management, ethological control.
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Introduccion

El lepidéptero Opsiphanes cassina Felder, 1862 (Lepidoptera: Nymphalidae: Satyrinae) es un insecto-
plaga que reduce significativamente el rendimiento del cultivo de palma de aceite en paises productores
como Colombia, Brasil y Costa Rica."** El dafio en la planta es provocado por el consumo foliar que
realiza el insecto durante el estadio larval. Inicialmente la tasa de alimentacién es baja, afectando
solamente los bordes de los foliolos, pero al llegar al cuarto instar, la larva elige un prospecto y genera
una incisién inclinada en ambos lados de la vena central del foliolo, alcanzando un consumo de hasta
300 cm?/individuo.* Esta condicién incide directamente sobre el crecimiento de la palma de aceite ya
que, este depende del desarrollo progresivo de su area foliar; asi mismo, la pérdida de calidad del follaje
disminuye la eficacia fotosintética de la plantay, por tanto, la productividad del cultivo.>®

Para abordar esta problematica actualmente se realizan practicas de control cultural, mecénico,
etolégico, bioldgico y quimico; sin embargo, no se ha logrado realizar un manejo integrado de O. cassina
que resulte efectivo y tenga un impacto favorable a nivel ambiental.” Entre las estrategias que fomentan
los mecanismos naturales de control de adultos de lepidépteros y generan la menor alteracién de los
ecosistemas agricolas, se encuentra la modificacion del comportamiento en respuesta al uso de
estimulos de naturaleza quimica como las feromonas.® Estas sustancias corresponden a mezclas de
compuestos organicos volatiles (VOCs, por sus siglas en inglés) que median la comunicacion
intraespecifica de los insectos y son pieza clave en la localizacién de parejas, asi como en el proceso de
cOpula.®'® Ademds, gracias a su alta especificidad y capacidad de atraccion a bajas concentraciones
constituyen una herramienta ideal para el disefio de trampas cebadas con atrayentes para el monitoreo
y control de las poblaciones efectivas de adultos, asi como un mecanismo para la interrupcién de la
copula.” > En el caso particular de la familia Nymphalidae, subfamilia Satyrinae, se ha reportado que
los machos son los responsables de producir la feromona sexual que regula el proceso de copula,
encontrando que los VOCs que la componen se derivan tanto de rutas de biosintesis enddgena
reportadas para el orden Lepidoptera, como de compuestos producidos por la planta
hospedera.>'*!>1017.18.13,

Teniendo en cuenta lo anterior, el objetivo de este proyecto de maestria fue contribuir al manejo
integrado de la especie O. cassina en el cultivo de palma de aceite a través del estudio de los VOCs que
constituyen su feromona sexual. EL cumplimiento de este objetivo se desarrolld en tres etapas: en la
primera, se estudié el comportamiento sexual de la especie bajo condiciones de laboratorio, con el fin
de determinar algunas de las condiciones requeridas para la extraccién de los VOCs liberados por los
adultos, como la ubicacién de las secciones glandulares del insecto emisor y el horario de actividad. En
la segunda etapa se identificaron los semioquimicos que podrian mediar la comunicacion sexual de los
adultos de O. cassina. Finalmente, en la Gltima fase se evalto la respuesta del insecto frente a los
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compuestos previamente identificados. La organizacion de este documento responde a las tres etapas
mencionadas, presentando en el primer capitulo los conceptos generales involucrados en la aplicacién
de la ecologia quimica como una estrategia de manejo integrado y su potencial para el manejo de O.
cassina en cultivos de palma de aceite.



Capitulo 1. Estado actual del tema

Este capitulo corresponde a una revision sobre los conceptos generales involucrados en el tema de
investigacion abordado en esta tesis de maestria. En primer lugar, se explica cémo la ecologia quimica
resulta una herramienta estratégica en el manejo integrado de plagas, definiendo y ejemplificando los
tipos de interacciones mediadas por semioquimicos. Igualmente, se presentan los aspectos tedricos y
metodoldgicos involucrados en el estudio de feromonas de insectos. Posteriormente, se exponen las
generalidades e importancia del cultivo de palma de aceite (Elaeis guineensis, E. oleifera Kunth e hibridos
interespecificos OxG), describiendo algunas caracteristicas agronémicas y fitosanitarias del cultivo en
Colombia. Asi mismo, se describen las caracteristicas bioecoldgicas y de comportamiento de Opsiphanes
cassina, exponiendo los métodos de control empleados para su manejo actual y mostrando el potencial
que presenta el estudio de la feromona sexual para su monitoreo y control.

1.1.  Ecologia quimica como una herramienta para el manejo integrado de plagas

El Manejo Integrado de Plagas (MIP) es un programa que coordina multiples estrategias de monitoreo y
control de manera compatible realizando andlisis de costo-beneficio que toman en cuenta los intereses
e impactos sobre los productores, la sociedad y el medio ambiente. El concepto integrado implica que se
adopta un enfoque interdisciplinario amplio aplicando principios de fisiologia vegetal, entomologia y
ecologia, entre otros, para fusionar en un solo sistema una variedad de estrategias y tacticas de manejo;
a su vez esta integracion debe ser compatible con los sistemas totales de produccién y comercializacion
de las materias primas derivadas del cultivo. Por su parte, el manejo es el proceso de toma de decisiones
para controlar las poblaciones de plagas de manera planificada y sistematica manteniendo su nimero
y/o dafio a niveles econdmicamente aceptables.”"** En este escenario, el papel de la quimica ha estado
asociado principalmente con el uso de sustancias que tienen un efecto téxico en el organismo-plaga
permitiendo regular sus poblaciones, sin embargo, su participacion es mucho mas amplia y significativa
e involucra aspectos como el estudio de las interacciones de naturaleza quimica entre los individuos y
su entorno, asi como las consecuencias de esas interacciones sobre el comportamiento y el desarrollo
de los organismos involucrados, a través de la ecologia quimica.?*

Las sustancias quimicas emitidas por plantas, animales, hongos y otros organismos (o andlogos
sintéticos de tales sustancias), que estimulan una respuesta fisiolégica o un comportamiento entre
individuos de la misma u otra especie, se conocen como semioquimicos y se clasifican en dos grupos,
aquellos que median la comunicacion dentro de una especie, denominados feromonas, y los
responsables de la senalizacion entre diferentes especies, llamados aleloquimicos.?>?® Estos a su vez se
agrupan segun el beneficio que un emisor y/o receptor puede obtener de la quimiosefial en: alomonas,
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cairomonas, sinomonas y apneumonas. En el caso de las alomonas, solo el emisor se beneficia de la sefial
liberada; por ejemplo, una sustancia enviada por una planta puede repeler a un insecto herbivoro o atraer
a un insecto a una trampa. En cambio, las cairomonas transmiten informacién que es positiva solo para
el receptor, que puede ser, por ejemplo, un depredador que se siente atraido por el olor de la presa. Por
su parte, las sinomonas tienen un efecto beneficioso para ambas partes, como cuando el polinizador de
una planta es recompensado con néctar. Finalmente, se encuentran las apneumonas, que son liberadas
por materia no viva y pueden contener informacién beneficiosa para el receptor, por ejemplo, cuando las
heces de algunos herbivoros atraen dipteros o coledpteros copréfagos indicando sitios de oviposicion
y/o alimentacién.?”?#2° Gracias a las diversas funciones ecoldgicas que ejercen los semioquimicos, que
en su mayoria corresponden a emisiones individuales o mezclas de compuestos organicos volatiles
(VOCs Volatile Organic Compounds), su estudio y aplicacién se ha convertido en una herramienta (til en la
blisqueda de estrategias para realizar mejores programas de MIP.*°

1.1.1. Aleloquimicos en el MIP: repelentes de herbivoros y atrayentes de enemigos naturales

Las plantas al ser atacadas por insectos producen un grupo de sustancias denominadas compuestos
volatiles de plantas inducidos por herbivoros (HIPV Herbivore-Induced Plant Volatiles), que pueden incluir
aleloquimicos que acttian como repelentes, disuasorios de alimentacién e inhibidores de oviposicién de
plagas herbivoras o, por otro lado, como atrayentes para organismos antagdnicos a estas plagas,
incluyendo depredadores y parasitoides.?'*** Los estudios sobre los mecanismos que conducen a la
producciéon de HIPV han revelado el papel de elicitores especificos, moléculas derivadas de insectos
herbivoros o de la actividad de alimentacion de los mismos, que las plantas reconocen y les permiten
modular la activacién de varias vias de sefializacion, lo que resulta en la acumulacién o liberacién de
sustancias quimicas defensivas o de tolerancia.’***> Como ejemplo, en un estudio sobre el gusano
cogollero de plantas de cereales Spodoptera frugiperda (Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae), se
encontré que hubo una preferencia significativa por la oviposicién en plantas de maiz (Zea mays
(Poaceae)) que carecian de dafio por alimentaciéon de larvas, y ademds que las larvas alimentadas con
tejido de plantas dafiadas exhibieron pesos y anchos de capsula de cabeza reducidos.*® Asi mismo, se
observé que la alimentacion de las larvas promovid un aumento significativo de las concentraciones
VOCs en comparacién con las plantas de maiz sin ningln tipo de ataque, principalmente en la produccién
de acido linoleico, compuesto que previamente ha reportado toxicidad para larvas del género Spodoptera,
lo que explicarfa la disuasion en la alimentacion.?**’*® Adicionalmente, la liberacion de VOCs
diferenciales puede indicar que las defensas de las plantas han sido superadas y que, en consecuencia,
estan debilitadas y hay una disminucién en la calidad del recurso (Figura 1.1 A).** En cuanto a relaciones
tritréficas, en un estudio realizado sobre la interaccién entre el insecto-plaga S. frugiperda y el parasitoide
de huevos Trichogramma pretiosum Riley, 1879 (Hymenoptera: Trichogrammatidae) en plantas de maiz y
arroz (Oryza sativa (Poaceae)), se observd que T. pretiosum se sintié mas atraido por las plantas con dafio
por herbivoria en comparacion con las plantas no dafadas. Igualmente, los parasitoides prefirieron las
plantas ovipositadas sobre las plantas de control y hubo un mayor parasitismo en huevos centinela
ubicados cerca de plantas dafiadas por herbivoria. Esto sugirié que el cambio en el perfil de VOCs
emitidos por plantas de arroz y maiz atacadas por larvas de S. frugiperda no solo genera la atraccién de su
enemigo natural T. pretiosum, sino que mejora la bisqueda de huevos e incrementa su parasitismo
(Figura 1.1 B).*®
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Figura 1.1. A. Efecto del ataque de Spodoptera frugiperda sobre la oviposicion y desarrollo de larvas en plantas de
maiz. B. Atraccion de Trichogramma pretiosum en plantas de maiz y arroz ovipositadas por S. frugiperda (Elaboracién
propia, creado con BioRender).

1.1.2. Feromonas en el MIP: estrategias de monitoreo y control etoldgico

Entre las sustancias mas estudiadas en la ecologia quimica de los insectos se encuentran las feromonas,
compuestos que intervienen en la comunicacién intraespecifica, regulando procesos de seleccién de
alimento, evasién de depredadores, apareamiento, oviposicién, entre otros.® Esto se debe a que para
estos artrépodos el olfato resulta ser una de las principales modalidades sensoriales para percibir su
entorno externo y modular su comportamiento.*® Aunque algunas feromonas pueden contener un solo
compuesto quimico, la mayorfa consiste en mezclas de varios VOCs en proporciones y concentraciones
especificas; se ha reportado que para algunas especies la estructura quimica de estos compuestos estd
relacionada con el grupo taxondmico (orden, familia y género) del insecto, al igual que con el perfil
quimico de las sustancias producidas por la planta hospedera.’

Las feromonas suelen presentar un efecto benéfico tanto para el emisor como para el receptor y
dependiendo del dominio del tiempo en el que actdan, las feromonas se distinguen como liberadoras o
iniciadoras.*' Las liberadoras activan una respuesta conductual breve e inmediata en el receptor,
mientras que las iniciadoras provocan cambios fisioldgicos duraderos o preparan al receptor para una
sefalizacién posterior.*? A su vez, las feromonas pueden ser de alarma, para avisar la presencia de
amenazas; de reclutamiento, para reunir individuos con el fin de aprovechar un recurso o para ocupar
un nicho; de territorialidad, para indicar el drea especifica donde se puede establecer o no una colonia;
de marcacion, para orientar hacia fuentes de alimento o nuevos sitios de vivienda; de agregacion, para
asociar miembros de ambos sexos a actividades de alimentacién o hibernacién; y sexuales para regular
procesos de apareamiento, entre otras, nombradas dependiendo de sus funciones.™ En el caso de los
lepiddpteros, las feromonas sexuales son las mds estudiadas, dado que incitan comportamientos
estereotipicos al ser la principal sefial que utilizan para localizar pareja. Se ha encontrado que la
feromona sexual liberada por hembras tiene el potencial de estimular a los machos para la cépula
actuando a largas distancias, mientras que la feromona sexual producida por los machos, tiene la
caracteristica de actuar a distancias mas cortas, favoreciendo la aceptacion de la hembra para la c6pula.’
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Gracias a la alta especificidad, baja toxicidad para el medio ambiente, capacidad de atraccién a bajas
concentraciones y al papel que desempefian en la localizacién de parejas y el proceso de cépula, las
feromonas sexuales se han convertido en los semioquimicos mds empleados como herramientas de
monitoreo y control de lepidépteros-plaga en cultivos de interés comercial."'>"* Su uso ha logrado a
largo plazo la reduccién de poblaciones con un impacto minimo sobre enemigos naturales y fauna
benéfica, e igualmente, ha disminuido significativamente el uso de insecticidas quimicos convencionales,
proporcionando asi planes de MIP sostenibles y ecoldgicos en los cultivos agricolas.”*** Entre las
estrategias empleadas para la aplicacion de feromonas, de manera general, se encuentra el monitoreo
y/o captura masiva con atrayentes y la interrupcién de la cdpula. En el monitoreo con atrayentes se usan
trampas con superficies impregnadas con feromonas; esa estrategia se emplea para detectar el insecto-
plaga, identificarlo y evaluar su evolucién en un periodo de tiempo, permitiendo generar programas de
intervencién. Por su parte, la captura masiva se basa en colocar una alta densidad de trampas para atraer
y capturar grandes cantidades de individuos de la especie de interés, reduciendo su poblacion efectiva.*®
En cuanto a la interrupcion de la copula, esta estrategia se basa en dispersar grandes cantidades de
feromona en el cultivo, para impedir la comunicacién entre hembras y machos, interrumpiendo el ciclo
reproductivo del insecto-plaga.*®

La eleccidn de la estrategia a aplicar en campo es determinante, ya que con ella se definirdn los aspectos
técnicos (cantidad, formulacién, degradacidn, tipo de dispensacién), y de mercado (sostenibilidad) para
el desarrollo de un producto aplicable.™ En este escenario, la eleccién de dispensadores y trampas es
uno de los puntos de especial atencidn; los desafios respecto a los dispensadores implican factores como
la proteccién de los VOCs de la degradacion por factores ambientales al igual que su liberacién constante
y uniforme a lo largo del tiempo (velocidad de difusién del compuesto a través de la matriz y velocidad
de evaporacién del compuesto en el aire).**® En cuanto a las trampas, se deben considerar en su disefio
caracteristicas como el tamano, el color, la via de ingreso del insecto, asi como el mecanismo para su
retencién. Adicionalmente, es necesario tener en cuenta la altura, la posicién con respecto a la
vegetacion, asi como la densidad y distribucién de las trampas en el cultivo.*® En la Tabla 1.1 se
muestran algunos ejemplos de los tipos de dispensadores y trampas que se han empleado para el control
etolégico de lepidopteros.

Tabla 1.1. Dispensadores y trampas empleadas para el uso de feromonas en el control de lepidépteros.

Dispensadores *"*°

Septas de goma (75 %
Laminas de Polipropileno Laminas de Polietileno Septas de Polibutadieno Polibutadieno - 25 %
Poliestireno)

W 93'0

FérmUIa: (C3H6)” Férmula: (C2H4)n Férmula: (C4H6)n Férmula: (C4H5).—. + (CgHs)n
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Trampas 48,49,51,52

De agua

De alas

De cubo

Triangular con dos vias de
acceso para el insecto,
usando como estrategia de
captura una superficie
adhesiva.

Recipiente plastico con
agua y con una pequefia
cantidad de aceite vegetal
o0 jabén que impide que el
insecto escape y
disminuye la tasa de
evaporacién del agua.

Dos superficies rectangulares
unidas de manera paralela con
un cable, que proporcionan
amplio acceso para el insecto,
usando como estrategia de
captura una superficie adhesiva.

5

=

Recipiente pldstico que consta
de 1 tapa, 1 canasta para ubicar
el sefiuelo con tapa, 1 embudoy
1 balde. El insecto queda
atrapado en el balde, el cual
ocasionalmente contiene
insecticidas.

A continuacién, se

muestran algunas consideraciones para el uso de feromonas en las diferentes

estrategias de MIP, al igual que ejemplos de aplicacion en cultivos de interés comercial.

1.1.2.1. Monitoreo

Los sistemas de monitoreo se basan en la relacién entre las capturas en trampas y la poblacién
de plagas o el efecto inducido por las mismas; a su vez, el nimero de capturas se utiliza para
establecer umbrales de dafio econémico que permiten tomar decisiones sobre cudndo es
aconsejable realizar acciones de control.>® Las feromonas sexuales son muy Utiles para evaluar
las capturas de trampas porque son altamente sensibles cuando hay niveles bajos de poblacién
de insectos y son especificas para cada especie; asi mismo estas caracteristicas permiten la
deteccién y el estudio de especies invasoras, permitiendo a los productores realizar aplicaciones
oportunas de insecticidas, lo que reduce los costos econdmicos y ambientales.**** En un estudio
reciente realizado sobre Proeulia auraria (Clarke, 1949) (Lepidoptera: Tortricidae), una plaga
nativa, polifaga y creciente en varios cultivos frutales de Chile, con importancia cuarentenaria
para varios mercados, fue posible optimizar la mezcla de los componentes de la feromona para
el monitoreo de adultos y determinar el periodo de actividad de los difusores en condiciones de
campo, encontrando que los difusores cargados con 200 pg de acetato de (E)-11-tetradecenilo
+ 60 pg de (E)-11-tetradecenol permitieron realizar capturas en trampa eficientes hasta por 10
semanas.>® Esta mezcla ademas les permitié estudiar la fenologia de machos adultos en vifiedos,
manzanos y huertos de ardndanos, identificando dos largos ciclos de vuelo por temporada, que

duran de septiembre a mayo y sugieren 2 o 3 generaciones durante la temporada;*

esta
informacion resulta importante pues les permite determinar en qué momento resultarfia
eficiente implementar estrategias de control (Figura 1.2).** Otro ejemplo, que muestra los
beneficios econémicos del uso a largo plazo de trampas cebadas con la feromona sexual, es la
del monitoreo y control del barrenador de los citricos Gymnandrosoma aurantianum (Lima, 1927)
(Lepidoptera: Tortricidae) en el centro-sur de Brasil.*® El estudio realizado mostr6 que desde la
identificacion de la feromona en 2001 (acetato de (E)-8-dodecenilo y (E)-8-dodecenol),’” hasta
el 2013, los productores de citricos evitaron pérdidas acumuladas por plagas de 132,7 millones

a 1,32 mil millones de délares en ingresos brutos, considerando pérdidas potenciales de cultivos
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en el rango de 5 - 50 %. Asi mismo los datos mostraron una relacién costo-beneficio de 2.655a
26.548 doélares por délar gastado en investigacién con una pérdida de rendimiento evitada
estimada en el rango de 5 - 50 % (Figura 1.2).°®

G. aurantionum

Priititiia i Trampas delta colgadas a g ‘ Trampas delta colgadas en la
L ' A nivel del dosel (1,5-1,8 m) e parte superior de la copa de los
o y N = ubicadas cada 30 m Q | y N = arboles ubicadas cada 10 ha
Acetato de (E)-11-tetradecenilo, CE — Mezcla 100:1 e
B e TP N T — ° ¢
(E)-11-Tetradecenol Mezcla 77:13 A 2 =
Acetato de (E)-8-dodecenilo

"y

y *
‘-&l“‘;‘ h S

s M
Catet & W

Culti 0s de uvay arandanos Cultivos de manzana Cultivos de citricos

Figura 1.2. Uso de feromonas para el monitoreo de lepidépteros-plaga en cultivos de frutales de interés comercial
en América Latina (Elaboracién propia, creado con BioRender).

1.1.2.2. Eliminacién masiva

La eliminacién masiva, mediante captura masiva o uso de atracticidas (“attract-and-kill”), es una
estrategia de control directo, en la que se utiliza una alta densidad de trampas de gran capacidad
o trampas que contienen insecticidas, para reducir la poblacién del insecto-plaga de interés.*
Como se menciond anteriormente, es importante considerar que el disefio de la trampa es una
caracteristica importante en la atraccién y captura de insectos, ademds de la feromona en si
misma. Varios factores bioecoldgicos, incluido el tamafio del insecto, la capacidad de vuelo, la
densidad de poblacién, la planta hospedera, el habito y comportamiento, asi como factores
ambientales, tales como lluvia, humedad relativa, temperatura, velocidad y direccién del viento,
entre otros, pueden afectar la eficiencia de una trampa para atrapar insectos.®®®" En un trabajo
realizado en cultivos de maiz en dos regiones de México durante 2020y 2021, se encontroé que
el uso de trampas cebadas con la feromona sexual (acetato de (Z)-9-tetradecenilo y acetato de
(2)-7-dodecenilo) resulta dtil para el control de S. frugiperda. La trampa, que consisti6 en una
jarra plastica blanca de 5L con tres ventanas cuadradas (dos de 14x19 cmy una de 14x12 cm),
con agua jabonosa al 5 % como solucién de ahogamiento y un dispensador de caucho rojo
colgado en la parte superior de la jarra, mostré una eficiencia del 42,5 % en la captura de
machos.®? Esta trampa en comparacién con otras evaluadas permitié de manera diferencial la
navegacion del insecto a lo largo de la pluma hasta su fuente y una amplia drea de caida libre
para la retencién.®?

En cuanto a las estrategias “attract-and-kill”, se ha reportado tanto el uso de agentes de control
quimico como biolégico para el control de adultos.®® En un estudio realizado en cultivos de
tomate en Etiopia, se evalud el efecto de la combinacién de la feromona sexual del minador Tuta
absoluta (Meyrick, 1917) (Lepidoptera: Gelechiidae) (acetato de (E3, Z8, Z11)-tetradecatrienilo)
con el uso de Spinosad (spinosinas A y D: compuestos tetraciclicos de macrélidos), un
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insecticida no sistémico que actlia por contacto e ingestion; los resultados mostraron que tanto
el dafio a las hojas como al fruto fue mas bajo en el tratamiento integrado de la feromona con
el insecticida respecto a los tratamientos individuales (Figura 1.3).% Por otro lado, en un
estudio realizado en Kenia, se evalud la compatibilidad de hongos entomopatdgenos con la
feromona sexual comercial de T. absoluta (TUA-Optima®), observando que tres cepas de
Metarhizium anisopliae (Hypocreales: Clavicipitaceae) que fueron efectivas contra adultos y larvas
del cuarto instar, mostraron compatibilidad con la feromona y ademas presentaron transmision
horizontal del inéculo del hongo entre sexos, lo que muestra su potencial para emplearlas en
ensayos de auto diseminacion en aplicaciones de campo (Figura 1.3).%°

Feromona + Agente Feromona + Agente

de control quimico de control biolégico
Acetato de (E3, Z8, Z11)-

tetradecatrienilo

— oI
bern
R=H Spinosina A :
R= CH; Sponosina D Spinosad M. anisopliae

Disminucién m»

del dafoa —

hojas y frutos -ﬂ ’
Afectacion de larvas y
adultos + transmision

horizontal del patégeno

Cultivos de tomate

Figura 1.3. Uso de feromonas en combinacién con agentes de control quimico y bioldgico para el manejo de Tuta
absoluta en cultivos de tomate (Elaboracién propia, creado con BioRender).

1.1.2.3. Interrupcion de la cépula

La liberacién de grandes cantidades de feromonas en un cultivo para evitar o retrasar el
apareamiento ha sido notablemente eficiente en una variedad de casos, por lo que ahora es una
opcién de control empleada considerablemente en el control de lepidépteros-plaga.** Para
explicar esta estrategia se han sugerido dos tipos de interrupcion: la competitiva y la no
competitiva. En la primera, los dispensadores de la feromona compiten directamente con el
insecto que produce la feromona, creando gradientes quimicos falsos que impiden que el insecto
receptor encuentre a su pareja. En el segundo caso, se proponen mecanismos variados que estan
relacionados con una afeccion de la fisiologia del insecto, entre los que se encuentra la supresion
en la liberacién de feromonas por parte del insecto emisor, o alteraciones en el sistema olfativo
de los insectos receptores.™ ¢ Es necesario considerar que la efectividad de la interrupcién de
la copula estd fuertemente relacionada con la densidad de la poblacién, y en muchos casos
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donde la densidad poblacional del insecto es muy alta, el control con esta estrategia presenta
mayores dificultades.®® Por otro lado, también debe considerarse el disefio y distribucion del
dispensador, que entre otras caracteristicas, debe liberar la feromona a un ritmo constante y a
su vez emitir altas cantidades de feromona empleando el menor niimero de dispensadores por
hectarea para reducir los costos de mano de obra.**” En un trabajo realizado entre 2017y 2018
en cultivos de almendra en California, Estados Unidos, se estudié la efectividad varios
tratamientos para la interrupcién de la cépula del insecto-plaga Amyelois transitella Walker, 1863
(Lepidoptera: Pyralidae). En todos los tratamientos, se lograron reducir las capturas de machos
en trampas de feromonas en mas del 94 %, el dafo directo al grano se redujo entre un 65 - 78
%, y a su vez se obtuvo un aumento promedio en el valor de la cosecha de 357 délares/ha. Los
analisis econémicos mostraron que los aumentos en los rendimientos de los cultivos excedieron
los costos de implementacion de los sistemas de interrupcion de la copula con un punto de
equilibrio que oscil6 entre 0,86 - 1,06 % del dafio del grano, indicando que la inclusidn de este
tipo de estrategia es una forma rentable de reducir el dano al cultivo (Figura 1.4).%

(11Z,13Z)-Hexadecadienal

Cultivos de almendras

Figura 1.4. Uso de feromonas para la interrupcion de la cépula de Amyelois transitella en cultivos de almendras
(Elaboracién propia, creado con BioRender).

1.1.2.4. Repeler y atraer

Una estrategia cada vez mas incluida en programas de MIP es el uso simultdneo de un estimulo
atrayente y otro repelente para desviar los insectos-plaga del cultivo y llevarlos a dreas alejadas
donde puedan ser eliminados; esto con el objetivo reducir el dafio a los cultivos modificando la
distribuciéon de la poblacién.”® El éxito de la aplicacion de esta estrategia requiere del
conocimiento de la biologia de los insectos, de su ecologia quimica y la interaccién con plantas
hospederas, plantas compafieras y enemigos naturales.** En este escenario, las feromonas
sexuales y de agregacion, ademas de servir como atrayentes, contribuyen al establecimiento del
momento en que se deben introducir los estimulos; por su parte, las feromonas de alarma,
inhibidoras de agregacién, oviposicién y/o alimentacién resultan dtiles como repelentes.
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Adicionalmente, la combinacién con otros aleloquimicos presenta en muchos casos efectos
aditivos o sinérgicos que favorecen la modulacién del comportamiento del insecto-plaga de
acuerdo a lo que sea requerido para realizar su control.®

Ademds de los ejemplos expuestos anteriormente, el uso de feromonas se ha implementado como
estrategia de MIP en uno de los cultivos agroindustriales mas importantes de Colombia, la palma de
aceite. Al estudiar al picudo negro Rhynchophorus palmarum Linnaeus, 1758 (Coleoptera: Curculionidae),
(barrenador del estipite y cogollo de la planta y vector del nematodo causante del anillo rojo de hoja
corta), se determiné que los machos de esta especie liberan una feromona de agregacién constituida por
el Rincoforol (6-metil-2-hepten-4-ol) que atrae individuos de ambos sexos; adicionalmente se ha
establecido que en presencia de una mezcla fermentada de melaza, agua y cafa de azlcar (que genera
cairomonas como acetato de etilo) hay un incremento del poder atrayente. En el campo, se emplean
trampas ubicadas en el suelo que contienen la feromona y material vegetal de la planta hospedera, con
las que se ha logrado una captura masiva efectiva (Figura 1.5 A).”° Por otro lado, se han adelantado
estudios sobre el escarabajo Strategus aloeus (Linnaeus, 1758) (Coleoptera: Scarabaeidae) (barrenador
del estipite y cogollo de la planta) y los resultados indican que los machos producen una feromona de
agregacion que se encuentra constituida por tres VOCs (2,4,7,9-tetrametil-5-decin-4,7-diol, acetato de
sec-butilo y 4-metiloctanoato de etilo (58:24:8)) que en bioensayos de laboratorio mostraron potencial
como atrayentes de individuos de ambos sexos (Figura 1.5 B).”"

A ” Rincoforol B
ACEGF‘D deetilo (6-Metil-2-hepten-4-ol)
2,4,7,9-Tetrametil-5-decin-4,7-diol
Mo . e ol _
o =
Y \ H o M \ 4-Metiloctanoato de etilo
4 ) of i 0 \

Acetato de sec-butilo

S. aloeus

Cultivos de palma de aceite

Figura 1.5. Uso de feromonas como estrategia de MIP en el cultivo de palma de aceite en Colombia A. Esquema
del control etoldgico de Rhynchophorus palmarum con semioquimicos B. Esquema de la evaluacién de los VOCs de
la feromona de Strategus aloeus (Elaboracién propia, creado con BioRender).

1.2. Etapas involucradas en el estudio de feromonas

El estudio de feromonas es un proceso complejo, que en términos generales involucra cuatro etapas
principales: a) evaluacién del comportamiento del insecto, b) extraccién, c) identificacién y
caracterizacién, y d) evaluacién de la respuesta, las cuales se encuentran influenciadas por varios
factores. En primer lugar, es necesario conocer el comportamiento de la especie de interés, para
determinar quién es el emisor (hembras, machos o ambos) de la sefial quimica, donde se ubican las
estructuras glandulares, en qué horario se da la liberacién de los VOCs y si va acompafada de conductas
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estereotipadas, particularmente en el proceso de copula;’?”® esta informacion es de gran utilidad para
establecer posteriormente las condiciones de extraccién y evaluacion de la feromona. Debido a que los
insectos producen feromonas en cantidades sumamente bajas (ng-pg/min) y a la alta volatilidad de los
mismas, es necesario seleccionar un método de extraccion que logre capturar una cantidad suficiente de
los compuestos para que estos puedan ser detectados a través de las técnicas instrumentales
disponibles. A su vez, debe seleccionarse un método analitico que permita separar los constituyentes de
la feromona y brinde informacién estructural de cada componente; en este sentido la cromatografia de
gases (CG) acoplada a espectrometria de masas (EM) constituye una herramienta dtil. En cuanto a la
evaluacién, debe seleccionarse un bioensayo que permita demostrar que los VOCs probados son
bioactivos, es decir, que ademdas de ser detectados, generan atraccion intraespecifica de forma
consistente y reproducible. Para ello se deben considerar las caracteristicas bioecoldgicas del insecto,
como su periodo de actividad, estado de apareamiento, entre otros.”* A continuacién, se presenta una
breve revision de los métodos empleados para la extraccién e identificacion de feromonas, asi como de
los bioensayos para su evaluacién en lepidépteros.

1.2.1. Métodos de extraccion

Para aislar las feromonas de los insectos puede emplearse la extraccién directa de las glandulas con
solventes, o la extraccién in-vivo del espacio de cabeza (head-space en inglés), un método no destructivo
que utiliza adsorbentes de amplio espectro y que presenta dos variantes, conocidas como head-space
estatico y head-space dindmico (Figura 1.6).

Extraccion directa con solventes HS estdtico - MEFS HS dindmico

Soporte con
adsorbente para

j—> Embolo capturade  Recipiente
m Soporte de la VOCs
Solvente T fibra _
AgUja iy ﬂ i [

[+ Fibra con IV_ _”- 5 ¢
I adsorbente para \A

captura de VOCs - l Flujometro
Insecto f a_’Bomba de

Recipiente vacio

Filtracion

Figura 1.6. Esquema de los montajes para extraccién de los VOCs liberados por insectos (Elaboracién
propia, creado con BioRender).

1.2.1.1. Extraccién cuticular asistida por solventes

Cuando el insecto a estudiar presenta glandulas visibles, es posible diseccionar estas estructuras
y extraer la feromona empleando solventes organicos (normalmente hexano o diclorometano).
En el caso de los lepiddpteros, en las hembras se encuentran cominmente como membranas
modificadas entre los segmentos abdominales octavo y noveno; en los machos, se presentan
glandulas androconiales que pueden encontrarse dispersas por alas, térax, abdomen o patas, o
concentrarse en manchas, estigmas e invaginaciones del anverso de las alas anteriores, a veces
ocultas por otras escamas.' La extraccion directa permite aislar grandes cantidades de la

Insecto

Entrada de

?4_ aire

Filtro
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sustancias presentes en la glandula, sin embargo, es un método destructivo y no funciona para
muchos tipos de insectos cuyo lugar de secrecién glandular es de dificil acceso.™

1.2.1.2. Head-space estdtico

En esta técnica el insecto o sus partes son encerradas en un recipiente, donde el aire que rodea
la muestra permanece estético y los VOCs liberados se atrapan sobre un adsorbente especifico.
El proceso de adsorcion se realiza empleando la microextraccion de fase sélida (MEFS), que es
un método rapido y simple para capturar VOCs en concentraciones en el rango de las ppb. La
MEFS se basa en la adsorcion de compuestos volétiles sobre una fibra inerte cubierta con
diferentes tipos de adsorbentes y su posterior desorcién al interior de un cromatégrafo de gases
para su anlisis. La fibra se aloja dentro de la aguja de una jeringa modificada, que se inserta a
través de un sello al recipiente usado en la recoleccién de los VOCs, y luego es expuesta al
espacio de cabeza. Después de alcanzar el tiempo de equilibrio entre el adsorbente y la muestra,
la fibra es retraida dentro de la aguja y se transfiere al cromatdgrafo de gases para ser
directamente desorbida por efecto térmico. Esta desorcion térmica elimina la necesidad de usar
solventes que pueden contener impurezas, las cuales pueden llegar a interferir con el anélisis
de las muestras.” La eleccién de la fibra depende de la polaridad y volatilidad de los compuestos
aanalizary su correcta seleccién es un aspecto determinante en la extraccion de los VOCs (Tabla
1.2). Por su parte, la cantidad de compuesto adsorbido esta relacionado con el espesor de la
cubierta de la fibra y de la constante de reparto del analito, que generalmente se incrementa
con su peso molecular y punto de ebullicién. Para obtener resultados cuantitativos
reproducibles, la fibra y la muestra deben alcanzar el equilibrio. El tiempo de equilibrio depende
de lavolatilidad y polaridad del analito, de las propiedades del adsorbente y de otros pardmetros
como la temperatura y la agitacién (en muestras liquidas).”

Este método resulta conveniente para capturar los VOCs que son emitidos en mas bajas
concentraciones ya que no existe un flujo continuo de aire que pueda enmascararlos. Sin
embargo, presenta algunas desventajas, como la acumulacién de humedad y calor en el espacio
de cabeza, condiciones que pueden interferir con los procesos fisiolégicos y afectar la emision
de los VOCs. Adicionalmente, la cantidad retenida en la fibra puede ser insuficiente para realizar
la elucidacién estructural de los compuestos desconocidos que se capturen debido a la
saturacion de la misma.”

Tabla 1.2. Caracteristicas de las fibras para extraccion HS estatico-MEFS. *

Tipo de analito Fibra recomendada Caracterfsticas de la fibra

Gases y compuestos de bajo Carboxen (CAR): tamiz molecular de carbono
peso molecular (PM 30 - 225) 30 pm CAR/PDMS - 50 um DVB altamente poroso e hidréfobo.

VOCs (PM 60 - 275) 100 um PDMS Polidimetilsiloxano (PDMS): polimero lineal

) de dimetilsiloxano, inerte e hidréfobo.
VOCs en general, aminas y

compuestos  nitro-aromaticos 65 um PDMS/DVB Divinilbenceno (DVB): recubrimiento apolar
(PM 50 - 300) de alta porosidad y sensibilidad.
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VOCs polares (PM 80 - 300) 85 pm Poliacrilato Policrilato: polimero de acrilato de sodio que
presenta alta capacidad de absorcién de

Compuestos no polares con alto 7 um PDMS agua.

peso molecular (PM 125 - 600)
Carbowax: polimero lineal de etilenglicol con
VOCs no polares (PM 80 - 500) 30 pm PDMS alta lubricidad e higroscopicidad.

Alcoholes y compuestos polares

(PM 40 - 275) 60 um Carbowax

*Tabla adaptada.”

1.2.1.3. Head-space dindmico

En este método una corriente de aire continuo fluye a través de un recipiente que contiene el
insecto y los VOCs son arrastrados para ser atrapados sobre adsorbentes a medida que el gas
circula, esto permite aumentar la cantidad de VOCs atrapados para realizar su deteccién y
posterior andlisis instrumental. En este proceso, es importante garantizar una entrada de aire
limpia para evitar la interferencia de sustancias no deseadas. El material adsorbente usualmente
es empacado en tubos de vidrio o metal entre fibra de vidrio en capas de 2 - 50 mm. Durante la
toma de muestra, el aire que contiene los VOCs pasa a través del adsorbente a una velocidad de
flujo fija. Los compuestos atrapados pueden ser extraidos de la matriz adsorbente mediante el
empleo de solventes puros o mezclas de solventes orgdnicos de bajo punto de ebullicién. Si el
material adsorbente presenta alta estabilidad térmica puede emplearse desorcion térmica de
VOCs, como una alternativa a la extraccién con solventes. El principal problema que presentan
los materiales adsorbentes es la adsorcién incompleta de los VOCs, debido a que presentan
afinidades muy especificas para algunos compuestos, por lo que, al recolectar mezclas
complejas o desconocidas de VOCs puede requerirse el empleo de mds de un tipo de adsorbente
(Tabla 1.3). Esto puede lograrse mediante el uso de una adsorbente en multicapa, en el cual

matrices con caracteristicas diferentes de retencién se colocan en serie.’*7

Tabla 1.3. Caracteristicas de los adsorbentes para extraccién HE-dindmico. *

Material adsorbente Caracteristicas

Copolimero de etilvinilbenceno-divinilbenceno EVB-DVB,
Porapak Q B L .

alta area superficial, sensible a la luz

Copolimero de divinilbenceno DVB, alta area superficial,
Hayesep D . . . L

relativamente inerte, hidrofébico
Super Q Polimero de acrilato de sodio, resistente al vapor de agua
Carbotrap Carbén activado, buen adsorbente, estabilidad térmica
ORBO-32 Carbon activado, alta area superficial

*Tabla adaptada’™

Todos los métodos empleados para el andlisis de feromonas buscan obtener un perfil fiel a la realidad
de la mezcla de compuestos emitidos por el insecto de interés, para ello a menudo es necesario emplear
mds de una técnica de extraccion y comparar los perfiles obtenidos con cada una de ellas, esto con el fin
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de llegar a la correcta identificacion de los constituyentes de la mezcla estudiada. Una vez las feromonas
han sido extraidas, se debe hacer uso de diferentes técnicas de andlisis instrumental para poder
caracterizar e identificar sus componentes.

1.2.2. Caracterizacion e identificacion de feromonas de insectos

La caracterizacién de las feromonas requiere que los compuestos individuales de la muestra aislada sean
separados para su posterior identificacion, para ello el andlisis por cromatografia de gases resulta el mas
adecuado. Después de la separacién en la columna de CG, los compuestos volatiles deben ser analizados
usando diferentes detectores. El detector de ionizacion por llama (FID) es usado generalmente para el
analisis cuantitativo, debido a su amplio rango lineal, estabilidad en la respuesta y alta sensibilidad con
limites de deteccion del orden de pg a ng por compuesto. Sin embargo, el detector de EM es el mds
usado en el anélisis de VOCs, ya que proporciona informacién estructural. Para realizar la identificacion,
los espectros de masas (obtenidos por ionizacién electrénica o ionizacién quimica) y los indices de
retencion deben ser determinados y comparados con los espectros de masas e indices de retencién de
compuestos de referencia o, si se utilizan los datos de la literatura, debe corroborarse que los mismos
hayan sido determinados mediante el uso de patrones. Para determinar la configuracién absoluta y la
distribucién enantiomérica de los compuestos quirales, los indices de retencién de los correspondientes
estereoisdmeros deben ser determinados con el uso de sustancias de referencia, analizadas en columnas
quirales. Si se detecta un compuesto nuevo, una propuesta de la estructura debe derivarse de toda la
informacién obtenida por espectrometria de masas y luego confirmarse por andlisis espectroscépicos de
Resonancia Magnética Nuclear (RMN) del compuesto sintético.”***

1.2.3. Evaluacién de la respuesta de los insectos frente a las feromonas bajo condiciones de
laboratorio

1.2.3.1. Percepcién de compuestos orgdnicos voldtiles: el olfato en los insectos

A la hora de evaluar la respuesta de un organismo frente a estimulos de naturaleza quimica, es
importante primero comprender cémo se da el proceso de deteccion. En el caso de los insectos,
los VOCs son percibidos a través de las antenas, y en algunos casos los palpos maxilares. La
superficie de estos érganos olfativos esta cubierta por pelos sensoriales denominados sensilias,
que de acuerdo a su morfologia pueden ser basicénicas, celocdnicas, auricilicas y tricoideas; se
ha reportado que las sensilias que responden a feromonas son de tipo tricoidea.™ Las sensilias
son estructuras cuticulares porosas que albergan las dendritas de hasta cuatro neuronas
sensoriales olfativas (OSN olfactory sensory neuron), que su vez, expresan un Unico tipo de
receptor olfativo (OR odorant receptor) que es selectivo a un determinado perfil de VOCs
(Figura 1.7). Por lo general, los OR tienen una topologia de siete dominios transmembranales y
forman heterodimeros con un correceptor llamado ORCo (odorant receptor coreceptor), y se cree
que este dimero puede funcionar como un canal iénico regulado por ligandos.” Adicionalmente,
se ha encontrado que para una misma especie se expresan diferentes subconjuntos de OR segln
el sexo o la etapa de la vida, con el fin de adaptarse a las necesidades ecoldgicas de los
individuos.”®
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Figura 1.7. Esquema del proceso olfativo de los insectos (1. Un VOC llega a las sensilias en la antena del insecto.
2. En las OSN, las OBP transportan el VOC a través de la hemolinfa hasta el complejo OR-ORCo 3. Activacién del
OSN y transmisién del impulso nervioso hasta los glomérulos del l6bulo antenal 4. Envio de las sefales desde el
lébulo antenal a los cuerpos laterales y fungiformes 5. Liberacion del VOC por accion de las ODE) (Figura
adaptada,'*%® creada con BioRender).

Las OSN se encuentran rodeadas por linfa sensiliar acuosa, que debe ser atravesada por los
VOCs, que generalmente son de caracter hidrofébico. Para ello existen proteinas de unién de
olores (OBP odorant-binding protein), que permiten la solubilizacién de los compuestos.” Una
vez se activan las OSN, el impulso nervioso se transmite a través del nervio antenal hasta el
primer centro de procesamiento neural olfativo, conocido como el lébulo antenal. Este l6bulo,
corresponde a una regién del cerebro de los insectos dedicada exclusivamente a la recopilacién
e integracion de la informacion quimica; ademads, estd compuesto por un ndmero determinado
de estructuras globulares [lamadas glomérulos. Cada glomérulo recibe los axones de todas las
OSN que expresan el mismo tipo de receptor, de forma que retine la informacién de todas las
neuronas que perciben los mismos compuestos.®®

Los glomérulos estdn interconectados con interneuronas laterales inhibitorias y acoples
eléctricos excitatorios; estas conexiones permiten que el [6bulo antenal reciba la informacién
de compuestos individuales y la transmita como olores integrados a los centros cerebrales
superiores. Los compuestos que tienen una importancia ecoldgica particular como las
feromonas, suelen tener receptores muy especificos y glomérulos especializados denominados
“macroglomerulos”, que han sido estudiados principalmente en lepidépteros. En los casos en
los que las feromonas tienen mas de un componente, el conjunto de los macroglomérulos se
denomina “complejo macroglomerular”.”” Posteriormente, las sefiales son enviadas a los
cuerpos fungiformes y los cuernos laterales del cerebro desde el l6bulo antenal, mediante
neuronas de proyeccion. Algunos estudios indican que los cuerpos fungiformes estan
involucrados en la memoriay la plasticidad comportamental, mientras que los cuernos laterales
estdn involucrados principalmente en los olores responsables del comportamiento innato,
como la deteccién de plantas hospederas y de feromonas; adicionalmente se ha encontrado que
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estos centros cognitivos también estdn interconectados, y tanto la experiencia como el estado
fisiolégico pueden modular el comportamiento sexual.’*’®

Una vez se ha activado el receptor, el compuesto debe ser liberado para que la sensibilidad de
la OSN no se vea afectada y para que el sistema olfativo no se sature. Este proceso se lleva a
cabo mediante la funcién de las enzimas degradadoras de odorantes (ODE odorant-degrading
enzyme), que regulan la reactivaciéon de los OR y la modulacién de la selectividad de los mismos
al reducir interferencias, eliminando ciertos compuestos de la linfa.®®

1.2.3.2. Respuesta electrofisioldgica

Para determinar cudles de los compuestos extraidos e identificados son detectados por el
insecto, se evalla su respuesta electrofisiolégica a través de la electroantenografia (EAG). Esta
técnica permite establecer mediante una sefal eléctrica cuando un VOC o mezcla de VOCs, son
detectados por el insecto. La EAG registra los cambios de potencial, entre las secciones distal y
proximal del flagelo antenal, causados por la superposicion de simultaneas despolarizaciones
de membrana de numerosas OSN, considerando que el potencial resultante es la suma de la
respuesta de varias OSN que se encuentran en serie.”®® Cuando la antena es estimulada con
compuestos aislados, la amplitud de la sefial correlaciona con la concentracién de la sustancia
aplicada (Figura 1.8). La alta sensibilidad y selectividad de los receptores olfativos del insecto
permiten instrumentalizar la deteccién electroantenogrifica que, en conjunto con una
separacién por CG, constituyen una técnica analitica muy valiosa. Frecuentemente la deteccién
EAG es usada en paralelo a un detector FID como una técnica acoplada (CG-FID/EAG). Cuando
se analizan muestras de composicion desconocida, adicionalmente al sistema se acopla a un
espectrometro de masas, obteniendo no solo informacién estructural de cada VOC separado
sino ademds, de la percepcidn de insecto.®' La mayor parte de las referencias sobre el uso de la
técnica EAG estdn relacionadas con lepidépteros, ya que han sido aplicadas principalmente al
estudio de feromonas sexuales.™

Electrodo de

trabajo
Apice
Estimulo ’ —I\
mezclado con > Antena Amplificador — AIRE + ESTIMULO
; —
aire —l/
Base RESPUESTA
EAG

Electrodo de
referencia

Figura 1.8. Esquema del principio de registro de electroantenografia (Figura adaptada,’”® modificada con
BioRender).
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Ademds de la EAG, se puede emplear el registro de una sola sensilia (SSR Single Sensillum
Recording), donde los potenciales de accién generados por las OSN pueden medirse mediante un
electrodo en contacto con la linfa del receptor extracelular. Las OSN individuales a menudo se
pueden separar por la amplitud del potencial de accidn, que se cree que es el resultado del
diametro de la célula nerviosa que genera la sefial. De esta manera, se puede obtener una
evaluacion detallada de la sensibilidad y selectividad de las OSN individualmente. Como las
OSN que expresan el mismo tipo de receptor convergen en la misma regién del cerebro del
insecto, la electrofisiologia de una sola sensilia puede ser una técnica muy eficaz para mapear
el rango receptivo de las OBP expresadas dentro de las OSN.#?

1.2.3.3. Respuesta comportamental

Para evaluar la capacidad de percepcion y respuesta de insectos frente a los VOCs previamente
identificados, en condiciones de laboratorio se emplean olfatémetros o tlneles de viento. Se
diferencian dos tipos generales de disefio: los de flujo de aire y los de aire estdtico. Los primeros
se usan en estudios encaminados a la deteccion y medicion de respuestas de atraccidén de
insectos a sefales olfativas emitidas en distancias largas y medianas, mientras los de aire
estdtico se usan para medir respuestas quimiotactiles u olfativas a cortas distancias o en
situaciones en donde las sefiales quimicas se difunden en el espacio sin necesidad de ser
transportadas por una corriente forzada de aire. Los modelos con flujo de aire requieren de un
sistema que permita la circulacion continua de aire dentro del dispositivo y su disefio esta
relacionado con las caracteristicas de movilidad del insecto. Para lepiddpteros (insectos
voladores) se emplea generalmente el disefio de tinel de viento con flujo de aire, que consiste
en una camara alargada con la fuente de olor en uno de los extremos y una corriente de aire que
pasa por ésta y se dirige hacia el otro extremo, en donde se ubican los insectos (Figura 1.9).”*

Tanel de viento

Estimulo

Insectos slfative Ventilador

DDA

Filtro
Extractor

Figura 1.9. Esquema del montaje para la evaluacion de feromonas para lepidépteros bajo condiciones de
laboratorio (Figura adaptada,' creada con BioRender).
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1.3. El cultivo de palma de aceite

1.3.1. Generalidades

La palma de aceite (Elaeis guineensis Jacq. 1897, E. oleifera Kunth 1897 e hibridos interespecificos OxG) es
una planta monocotileddnea tropical perenne perteneciente al orden Arecales, familia Arecaceae, que se
cultiva en las regiones tropicales de América, Africa, Asia y Oceanfa (Figura 1.10)."%* Estas especies se
caracterizan por presentar un tnico tallo lefoso sin crecimiento secundario; un solo meristemo de tallo
apical produce nuevos fitdbmeros en sucesion regular que constan de un entrenudo, una hoja y una
inflorescencia masculina o femenina en su axila.®® La duracién del desarrollo de un fitémero, que
comienza con la iniciacién de la hoja y termina con la madurez de su inflorescencia femenina axilar, es
de alrededor de 3 a 4 afios; posteriormente el crecimiento y desarrollo vegetativo son continuos y
constantes en condiciones favorables, a pesar de las variaciones estacionales del crecimiento
reproductivo.®* Las fechas de floracién y madurez, asociadas con el crecimiento y desarrollo de los
racimos del fruto, muestran un marcado ritmo anual, permitiendo la realizacién de rondas de cosecha
cada 7 a 15 dias; esta periodicidad estd asociada con la edad de la planta, y a su vez dependerd del
potencial genético de la variedad vegetal, las condiciones ambientales y las caracteristicas fenoldgicas,
asi como de las practicas agrondmicas y de manejo integrado del cultivo.®>®*%"% E| fruto resultante es
una drupa sésil con una forma esférica, ovoide o alargada; el pericarpio estd formado por el exocarpio,
mesocarpio y endocarpio, el Gltimo de los cuales rodea a la almendra.*® La madurez comercial para
realizar la cosecha del racimo se da cuando se presenta la maxima cantidad posible de aceite en sus
frutos, y se determina considerando principalmente el color del exocarpio.®® Una palma de aceite se
puede cultivar econémicamente durante 20 a 25 afios, ya que luego de este periodo la planta alcanza
una altura que la hace dificil de cosechar, adicionalmente, la cantidad de racimos de fruta es muy
limitada, por lo que ya no es rentable su mantenimiento mas alla de esa edad.®®

Figura 1.10. Cultivo de palma de aceite (Elaeis guineensis) en el municipio de Tumaco, Narifio, Colombia. Foto: J.
Pastrana.


https://es.wikipedia.org/wiki/Jacq.
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La cadena productiva de esta oleaginosa la conforman tres eslabones: cultivo, extraccién y refinacion;
dénde los productos resultantes de mayor interés comercial son el aceite de mesocarpio, el aceite de
almendray la torta de palmiste, todos obtenidos del racimo de la fruta."”" El aceite del mesocarpio es el
mds consumido en el mundo (35 % del consumo total de aceites vegetales) y se caracteriza por un alto
contenido de 4cidos grasos saturados (miristico, palmitico y estedrico), antioxidantes (dcidos fenélicos
y flavonoides) y vitamina E (tocoferoles y tocotrienoles).’> Ademas del uso en la industria de alimentos,
la versatilidad de la palma de aceite permite su aprovechamiento en el sector farmacéutico, cosmético,
oleoquimico, de energias renovables y de productos derivados de la biomasa.*®

La produccién mundial de aceite de palma para el afio 2021 fue de 76,0 millones de toneladas y se estima
que para el periodo 2022/2023 alcanzaria los 79,2 millones de toneladas; Colombia con una
participacién del 2,4 %, estimada en 7,7 billones de pesos, contintda siendo el cuarto productor a nivel
mundial, luego de Indonesia (61,2 %), Malasia (26,1 %) y Tailandia (4,3 %).** En el pafs, las plantaciones
de palma se encuentran distribuidas en cuatro zonas: Norte (Norte del Cesar, Atldntico, Guajira, Norte
de Bolivar, Cérdoba, Uraba Antioquefo y Sucre), Central (Santander, Norte de Santander, Sur del César,
Sur de Bolivar), Oriental (Meta, Cundinamarca, Casanare, Caquetd) y Sur Occidental (Narifio, Cauca,
Caquetd), que abarcan 162 municipios en 21 departamentos.” En el periodo 2019-2022, la distribucién
de la produccioén de aceite por zonas ha sido del 45,6 % en la regién Oriental, 33,1 % en la regién Central,
18,2 % en laregion Nortey 3,1 % en la region Suroccidental (Figura 1.2); las cifras de las zonas Oriental
y Central se deben a que los departamentos de Meta, Casanare, Santander y Norte de Santander cuentan
con las mayores superficies de tierra cultivada con palma de aceite y ademas, se caracterizan por
presentar muy buenos rendimientos por hectarea (2,8 - 4,4 toneladas de aceite de palma crudo por
hectarea).” El sector palmicultor en Colombia funciona a través de 70 asociaciones de plantas
extractoras de aceite con las plantaciones que les proveen el fruto, conocidas como ndcleos palmeros,
que actualmente, retinen a mas de 6.700 productores en 595.722 hectareas sembradas y han permitido
la generacién de 197.000 puestos de trabajo directo e indirecto; mostrando que el sector palmicultor es
prioritario para la economfa nacional, por su aporte a nivel de empleo y divisas, asi como por la
generacion e impulso de nuevas empresas.®""%

Aunque el cultivo de palma de aceite constituye un eje estratégico de desarrollo a nivel agroindustrial
gracias a su alta productividad, alcanzando picos de rendimiento de 12 t aceite/ha/afio en pequefas
plantaciones y un maximo rendimiento teérico de 18,5 t aceite/ha/afio;” factores como la edad de las
plantaciones, dreas muy extensas dedicadas al monocultivo, zonas con vegetacion y suelos inadecuados,
entre otras condiciones ecolégicas de las diferentes zonas y subzonas palmeras, aumentan la
susceptibilidad del cultivo a multiples problemas fitosanitarios que disminuyen significativamente su
productividad promedio, que se ha estancado en aproximadamente 3 t aceite/ha/afio.'®°"'%? Para
abordar esta situacién la mayoria de paises productores en Asia y Africa optaron por aumentar las reas
sembradas, sin embargo, considerando que la expansién del cultivo conllevé al desplazamiento de
bosques tropicales de gran biodiversidad, desviacion de fuentes hidricas y a condiciones laborales
indignas, las alternativas mas convenientes para satisfacer la demanda global de productos derivados de
la palma de aceite, de acuerdo con la organizacién Mesa Redonda sobre Aceite de Palma Sostenible (RSPO),
estan relacionadas con la obtencién de mayores cifras de rendimiento.”® Entre ellas, se encuentra la
reduccion de la incidencia de plagas y enfermedades con el desarrollo de mejores programas de manejo
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integrado con un impacto favorable a nivel ambiental, asi como un crecimiento regulado del area de

siembra hacia zonas previamente degradadas o intervenidas.’®
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Figura 1.11. Distribucién y participacion en la produccién de aceite de las cuatro zonas palmeras en Colombia en
el periodo 2019 - 2022 (ID: Indonesia, MY: Malasia, TH: Tailandia, CO: Colombia, NG: Nigeria, GT: Guatemala, PG:
Papta Nueva Guinea, HN: Honduras, Cl: Costa de Marfil, BR: Brasil, EC: Ecuador) (Figura adaptada,®°¢ creada con
BioRender).

A continuacién, se exponen algunas generalidades de las enfermedades y plagas mas comunes en el
cultivo de palma de aceite en Colombia, asi como de su manejo fitosanitario.

1.3.2. Incidencia y manejo de plagas en el cultivo de palma de aceite en Colombia

Entre las principales enfermedades que afectan a la palma de aceite se encuentran la pudricién del
cogollo causada por el hongo Phytophthora palmivora, el anillo rojo causado por el nematodo
Bursaphelenchus cocophilus, la marchitez sorpresiva causada por el tripanosomatido Phytomonas staheli y
la marchitez letal causada por un agente de etiologia desconocida. Por su parte, el ataque de artrépodos-
plaga es mas amplio y variado, incluyendo presencia de dcaros, hemipteros, coledpteros, himendpteros
y lepidépteros, que actlian como vectores, raspadores de frutos, barrenadores de raices, racimos y
estipite, picadores-chupadores o defoliadores.’™

En el pais, el Instituto Colombiano Agropecuario ICA en asociacién con la Federacién Nacional de
Cultivadores de Palma de Aceite (Fedepalma) y la Corporacién Centro de Investigacién en Palma de
Aceite (Cenipalma), se encarga de desarrollar estrategias que permiten identificar, implementar y
verificar las medidas necesarias para contar con un sistema de regulacién fitosanitario efectivo. Segtn la
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normativa vigente (Resolucion ICA No. 092771 de 2021), las enfermedades y plagas de la palma de
aceite de control oficial en el territorio nacional son: marchitez letal, anillo rojo, marchitez sorpresiva,
pudricion del cogollo y los insectos Strategus aloeus y Rhynchophorus palmarum. El manejo de estos
organismos se ha estudiado arduamente logrando establecer algunas estrategias que permiten mantener
el dafio dentro de un nivel aceptable, que incluyen en general, censos fitosanitarios periddicos,
eliminacién de focos de propagacién y sitios de reproduccién, asi como de tejidos y plantas infectadas;
igualmente se incluyen practicas de control cultural, biolégico y etolégico. Cuando se presenta
afectacion severa se realiza control quimico con aplicacién de plaguicidas autorizados por el ICA.'%

Actualmente, otro problema fitosanitario que preocupa al sector palmicultor es el ataque de insectos-
plaga defoliadores, debido al impacto negativo que generan en el rendimiento y a la falta de estrategias
para un manejo integrado efectivo. El crecimiento de la palma de aceite depende, fundamentalmente,
del desarrollo progresivo de su drea foliar y la calidad de la misma es una condicion determinante en la
eficacia fotosintética de la planta y, por tanto, en la productividad del cultivo.® La calidad esta dada por
un nimero adecuado de hojas y por su estado de sanidad; mientras el nimero estd relacionado con la
edad de las palmas, el grado de sanidad depende del dafio causado por insectos-plaga y/o
enfermedades.’® Cualquier tipo de dafo al follaje es considerado como pérdida. En condiciones
normales una palma tolera niveles de defoliacién cercanos al 15 % sin afectar los rendimientos. No
obstante, cuando la defoliacién es mayor se provoca un estrés a la palma y el efecto inmediato es la
reduccién del peso promedio de racimos y, dos a tres afios mas tarde, la disminucién del nimero de
racimos. Si la defoliacion se presenta en hojas nuevas, el impacto sera alin mayor.® La pérdida continua
del nimero de hojas puede reducir entre 5 y 30 t/ha/afio de fruto fresco en un periodo que puede variar
de 2 a4 anos, ademas si la defoliacidén ocurre en el nivel superior del dosel de la palma, esta puede tardar
entre uno y dos afios para recuperar totalmente su follaje.®” Debido a esto, es necesario trabajar en la
implementacién de programas de manejo integrado para este tipo de plaga.

Numerosas especies de lepidépteros de las familias Limacodidae, Megalopygidae, Dalceridae,
Stenomidae, Glyphipterigidae, Psychidae, Castniidae, Saturnidae y Nymphalidae han sido descritas como
plagas defoliadoras de la palma de aceite; entre las que presentan mayor impacto en cultivos de Centro
y Sur América se encuentran las mariposas pertenecientes al género Opsiphanes (Nymphalidae).'® La
especie O. cassina, se ha registrado en Colombia, Brasil, Ecuador, Guatemala y Paraguay.'® En Colombia,
se encuentra distribuida en las 4 zonas palmeras, con mayor incidencia en el sur del Cesar y en algunas
regiones del Meta y Narifio, donde el consumo foliar puede alcanzar el 90 % en las dreas afectadas, por
lo que se ha convertido en una plaga de monitoreo permanente.'®

Para comprender un poco mas el efecto de O. cassina en el cultivo de palma de aceite, en la préxima
seccion se describe la biologfa, la ecologia, el comportamiento y formas de manejo actual de este insecto-

plaga.
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1.4. El insecto-plaga defoliador Opsiphanes cassina Felder, 1862 (Lepidoptera:
Nymphalidae)

1.4.1. Biologia, ecologia y comportamiento

La hembra adulta de Opsiphanes cassina oviposita en el envés de los foliolos cerca al raquis de la hoja. Los
huevos colocados son esféricos y globosos, presentan corién con superficie estriada longitudinalmente,
son de color crema con tres manchas concéntricas de color café y alcanzan hasta 2 mm de didmetro. En
huevos préoximos a eclosionar, se forman bandas transversales color marrén, correspondientes a la
formacion larval en su interior. Dependiendo de las condiciones ambientales, la duracion de la fase de
huevo varia entre 8 y 10 dias. Las larvas recién nacidas se distribuyen en todos los niveles de las hojas,
principalmente en el tercio medio y superior de la palma, ubicindose en el envés de los foliolos a lo largo
de la nervadura central o paralelo a ésta. Las larvas son de gran tamafio y de tipo eruciforme; al emerger
miden alrededor de 7 mm y crecen hasta 80 mm de longitud cuando ingresan a la etapa de prepupa.
Inicialmente son de color rosa, con cinco bandas longitudinales amarillas, la capsula cefalica es hirsuta
y negra. Con el tiempo se tornan de color verde con bandas amarillas (un par en las pleuras y otro en el
dorso que se prolonga en la capsula cefélica); la cabeza y la parte caudal del cuerpo tienen apéndices en
forma de cuernos. Se presentan 5 instares larvales, que se completan entre 40 y 45 dias. Las pupas son
de tipo obtecta (apéndices fuertemente adheridos al cuerpo) y se forman preferiblemente sobre las
plantas epifitas que crecen en el estipite de la palma, en el envés de los foliolos y bases peciolares o en
las malezas; se adhiere a estos sustratos por el cremaster o seccion espinosa del extremo final del cuerpo.
Recién formada es de color verde claro y a medida que avanza su desarrollo se torna café claro; esta
etapa dura entre 10y 15 dias (Figura 1.12).>*'%

Prepupa —m)- Pupa
(1 - 2 dias) (10 - 15 dias)

Larva (5 instares)
(40 - 45 dias)

Adulto
(14 - 45 dias)

Huevo
(8 - 10 dias)

Figura 1.12. Ciclo de vida de Opsiphanes cassina [ (hembra) &'(macho)] (Elaboracién propia, creada con BioRender.
Fotos: J. Pastrana - J. Bustos).
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Los adultos de O. cassina son frugivoros, de habito diurno, vuelo eficiente y dimorfismo sexual marcado.
Son mariposas de color pardo con una envergadura alar de 60 a 65 mm en el machoyde 70 a 75 mmen
la hembra; ambos presentan bandas transversales de color naranja, formando una Y en las alas
anteriores. En el lado ventral de las alas presentan manchas circulares (ocelo): una en el ala anterior
(negra con halo amarillo) y dos en las alas posteriores (una marrén con halo negro y otra blanca con dos
anillos; uno negro y otro blanco). Los machos presentan dos penachos a manera de pincel en las alas
posteriores, que se han descrito como un mecanismo para la liberacién de feromonas. El adulto puede
tener una longevidad de 18 a 45 dias, siendo las hembras menos longevas.*'%®

El dafio causado por O. cassina en la palma de aceite es provocado por las larvas, que pueden alcanzar un
consumo foliar de 300 cm?/individuo.* Las larvas son de habito solitario; inicialmente el consumo es bajo
y se alimentan de los bordes de los foliolos, pero al llegar al cuarto instar, la larva elige un prospectoy
se alimenta moviendo su cabeza hacia adelante y hacia atrds. Este comportamiento hace un corte
inclinado en un lado de la vena central del foliolo y luego las larvas cambian de posicién para iniciar un
corte similar en el otro lado de la vena, que finalmente deja un caracteristico corte en forma de flecha
(Figura 1.13). Las larvas se alimentan durante la mayor parte del dia, excepto cuando las temperaturas
son demasiado altas; adicionalmente, dejan de alimentarse aproximadamente un dia antes y medio
después de la muda. Los adultos se sienten atraidos por fluidos de frutos maduros de donde obtienen
carbohidratos y proteinas, que les aportan los nutrientes necesarios para volar y alcanzar la madurez
sexual.*

Figura 1.13. Cultivo de palma (hibrido interespecifico OxG) defoliado por Opsiphanes cassina. Foto: J. Pastrana.

En un estudio realizado en la costa del Pacifico Sur de Costa Rica se identificé que los adultos emergen
de manera consecutiva durante un periodo de 2 a 3 meses; primero (10-15 dias) predominan los machos,
luego aparecen las hembras para finalmente alcanzar una proporcién de sexos cercanaa 1:1. Igualmente,
se indica que el aumento de la poblacién de adultos en los cultivos de palma de aceite, comienza a partir
de individuos aislados que migran desde la vegetacion natural circundante en dreas abiertas, donde se
forman tineles de viento que favorecen la diseminacién de semioquimicos que agregan mas individuos
a la poblacién. También se indica que los adultos muestran dos picos de actividad: uno durante las
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primeras horas de la mafiana (6:00 - 8:00 h) y el principal en las dltimas horas de la tarde (15:30 - 17:30
h); las hembras pueden aparearse desde el segundo dia después de emerger de la pupa y realizan la
oviposicién al final de la tarde.? Hasta donde se conoce, en Colombia no se han realizado estudios de
comportamiento para esta especie. A continuacién, se mencionan las generalidades de las estrategias
empleadas actualmente para el manejo de este insecto-plaga.

1.4.2. Manejo de Opsiphanes cassina en el cultivo de palma de aceite

Para el manejo de O. cassina, en Centro y Sur América se han probado varios métodos. En primer lugar,
se encuentra el control cultural con la colecta manual de pupas y larvas del V instar, que son depositadas
en concavidades del suelo del cultivo y cubiertas con una malla metélica que permita la salida de los
parasitoides, pero retenga los adultos. Como control etoldgico, se realizan capturas de adultos a través
de trampas cebadas con material organico en fermentacién, con mezcla ocasional de insecticidas. El
control biolégico es mayoritariamente conservativo, manteniendo plantas nectariferas, que promueven
el desarrollo de enemigos naturales como himendpteros parasiticos que atacan huevos (Telenomus sp.,
Anastatus sp.), larvas (Cotesia sp.) y pupas (Conura maculata Fabricius, 1787, Conura sp. y Brachymeria sp.).
Igualmente, se han identificado como depredadores especies de hemipteros como Alcaeorrhynchus grandis
Dallas, 1851 (Pentatomidae), Podisus sp. y tres especies del orden Araneae regulando poblaciones de
larvas, pupas y adultos.” Por otro lado, en ocasiones se realizan aspersiones con formulaciones
comerciales de Bacillus thuringiensis. Finalmente, cuando las poblaciones de adultos y larvas son muy
altas, se emplea el control quimico con aplicacién de benzoilureas (inhibidores de sintesis de quitina)
como triflumurén y diflubenzurén por aspersién; o aplicacién de organofosforados (inhibidores de
acetilcolinesterasa) como malatién, por inyeccién por el estipe y absorcién radical.” Estas practicas de
control cultural, bioldgico y quimico no han permitido lograr un manejo integrado de O. cassina que
resulte eficiente y se requiere de la implementacién de estrategias que permitan mantener el dafio
causado al cultivo dentro de un nivel aceptable, sin generar efectos negativos sobre el medio ambiente
o la salud de los trabajadores.

En este sentido, al considerar las caracteristicas bioecoldgicas de O. cassina en el cultivo de palma de
aceite, se encuentra que uno de los puntos clave para su manejo integrado es el monitoreo y control de
las poblaciones de adultos.'"" De acuerdo con lo expuesto anteriormente, entre las estrategias que
fomentan los mecanismos naturales de control de adultos de lepidépteros y generan la menor alteracién
de los ecosistemas agricolas, se encuentra la modificacién del comportamiento en respuesta al uso de
estimulos de naturaleza quimica, debido a que el proceso de localizacién de parejas se encuentra
fuertemente regulado por la emisién y recepcion de sefales quimicas.' Ademds, el uso de feromonas
presenta gran potencial para el manejo de la especie O. cassina, no solo por la efectividad que ha
evidenciado en el control de poblaciones de lepidépteros-plaga sino porque es una estrategia que ha
mostrado resultados exitosos y compatibilidad con las estrategias de MIP en el cultivo de palma de
aceite.

A continuacién, se describen las generalidades del comportamiento sexual en mariposas e igualmente
se presentan las caracteristicas estructurales de los componentes de feromonas reportadas para
lepiddpteros. Esta informacién en conjunto resulta valiosa pues permite seleccionar adecuadamente las
condiciones de extraccién de los VOCs liberados por los adultos, asi como su posterior evaluacion.
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1.4.3. Comportamiento sexual en mariposas

En el orden Lepidoptera, las polillas y las mariposas han estado sujetas a diferentes presiones evolutivas
que han generado diferencias no solo en sus caracteristicas morfolégicas, sino en su comportamiento,
especialmente en la reproduccién sexual."'>'" El cambio de habito nocturno a diurno y la
correspondiente dependencia creciente de la comunicacién visual para la blsqueda de alimento y pareja,
han llevado a la suposicion generalizada de que las mariposas han experimentado un cambio significativo
en sus conductas mediadas por sefiales quimicas.' De hecho, la mayoria de mariposas hembra no
producen feromonas de larga distancia, de las que dependen casi exclusivamente las polillas, sino que
la bisqueda de pareja se realiza tipicamente esperando y/o vigilando a los machos, los cuales realizan
conductas estereotipadas de llamado mientras producen feromonas sexuales que estan involucradas en
exhibiciones de cortejo a corta distancia que complementan los patrones visuales en muchas especies
de mariposas, y que pueden desempefiar un papel decisivo en el reconocimiento de especies y la eleccion
de pareja por parte de las hembras.""*""> Adicionalmente, los machos han desarrollado diversas
estructuras liberadoras de VOCs que se pueden encontrar en practicamente cualquier parte del cuerpo;
por ejemplo, en placas abdominales, o en androconias presentes en alas y/o penachos.'®

Para las mariposas, el proceso de encontrar, reconocer y atraer a una pareja implica una combinacién de
sefiales quimicas y visuales, donde los machos utilizan basicamente dos estrategias para buscar hembras,
posarse perching y/o patrullar patrolling, y posteriormente son ellas las que deciden si ocurre o no la
copula.””"® Los machos que realizan perching permanecen posados mientras que esperan a las hembras
y generalmente son territoriales, fieles a los sitios donde se posan y dispuestos a expulsar a otros machos
mediante interacciones aéreas sin contacto; los dos machos que luchan por un territorio, dan vueltas o
flotan cerca uno del otro durante un periodo de tiempo antes de que uno de ellos se aleje volando del
sitio. Por su parte, los machos que realizan patrolling no esperan, sino que vuelan realizando una
bdsqueda mds activa de hembras."” Posarse y esperar tiene sentido en situaciones en las que el habitat
proporciona recursos, como plantas hospederas (para oviposicion o alimentacién de estadios
inmaduros), fuentes de néctar o lugares para tomar el sol, que atraen a las hembras. Asi mismo, posarse
en un punto de vista estratégico, le permite al macho inspeccionar un sitio a través del cual las hembras
transitan previsiblemente y localizar parejas candidatas de manera mas eficiente. Por el contrario,
cuando las caracteristicas y los recursos de interés y atracciéon para las hembras estan ampliamente
dispersos por todo el hdbitat, o aparecen de manera impredecible, tiene mds sentido que los machos
vayan en busca de hembras patrullando activamente el entorno (Figura 1.14).""7""® Estas dos estrategias
pueden no ser mutuamente excluyentes y algunas especies pueden realizar ambas, dependiendo
generalmente de la densidad de hembras receptivas en el habitat; las densidades bajas favorecen el
perching y las densidades altas fomentan el patrolling. Después de detectar a la hembra, tanto los machos
perching como los patrolling, la persiguen de cerca, evaluando su tamafio, forma y patrén de alas para
asegurarse de que sea adecuada para el apareamiento. En este rango cercano, los machos realizan
diferentes conductas de cortejo mientras liberan la feromona sexual induciendo a las hembras a realizar
la cépula.’?® Ademas de las dos estrategias previamente descritas, se ha reportado para algunas especies
de mariposas, que los machos se retinen en grupo (lek), generalmente cerca de los lugares mds altos de
sus habitats y realizan dentro del lek la liberacion de la feromona atrayendo a las hembras para participar
en comportamientos de cortejo y posteriormente aparearse (Figura 1.14).""%'%!
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Perching Patrolling Lekking

Figura 1.14. Esquema de las estrategias de bisqueda de pareja en machos de mariposas (Elaboracién propia,
creado con BioRender).

1.4.4. Caracteristicas estructurales de VOCs reportados para lepidépteros

Las feromonas sexuales producidas por lepidopteros, que en su mayoria corresponden a polillas, han
sido clasificadas en dos grupos principales. Las feromonas de tipo |, estdn compuestas por alcoholes
primarios y sus derivados (principalmente acetatos y aldehidos) con una cadena lineal larga (Cio-Cis)."
Los compuestos de este grupo, constituyen el 75 % de las feromonas conocidas de lepiddpteros. Este
tipo de feromonas se produce por biosintesis de dcidos grasos saturados a partir de acetil CoA, seguida
de modificacién de cadena mediante desaturacién, B-oxidacién citosélica (acortamiento de cadena) o
alargamiento de cadena, y finalmente producciéon del grupo terminal por accién de oxidasas, reductasas
y/o acetiltransferasas. Cada una de estas enzimas es clave para producir la mezcla de feromonas
especifica de compuestos utilizados por cada especie. La biosintesis probablemente ocurre total o
principalmente dentro de las células epidérmicas de la glandula, aunque se ha sugerido que el paso de
oxidacion final en la produccién de aldehidos podria ocurrir en la cuticula.'?*'*'?* Por otro lado, en las
feromonas de tipo Il, se encuentran los hidrocarburos poliinsaturados y sus derivados epoxi con una
cadena lineal mas larga (Cqi7-Cy3 y, excepcionalmente, Cs-Cy7). El sitio de sintesis de las feromonas
sexuales derivadas de hidrocarburos involucra a otro grupo de células llamadas oenocitos que
generalmente se asocian con células epidérmicas en todo el abdomen. Una vez que se producen los
hidrocarburos, la lipoforina los transporta a través de la hemolinfa hasta las glandulas sexuales.?’ La
mayoria de estos hidrocarburos poliinsaturados presentan los dobles enlaces en las posiciones 3-6-9 o
6-9, lo que indica que se derivan del acido linolénico o linoleico, respectivamente. Los lepiddpteros no
pueden biosintetizar los dcidos linolénico y linoleico, por lo que deben obtenerse de la dieta. En cuanto
a los monoepoéxidos de los hidrocarburos poliénicos, estos suelen presentar los dobles enlaces y el grupo
epoxi en las posiciones 3-6-9 0 6-9, lo que indica de nuevo que estdn biosintetizados a partir de acidos
linolénico o linoleico, respectivamente. Aunque la produccién de hidrocarburos se da en los oenocitos,
la etapa de epoxidacion tiene lugar en las estructuras glandulares. Adicionalmente, se ha determinado
que en algunas especies existe una monooxigenasa que ataca regioespecificamente el doble enlace n-3
independientemente de la longitud de la cadena o el grado de insaturacién.’® Ademas de las feromonas
de tipo I y Il, se han identificado alcoholes secundarios, cetonas y esteres de cadena larga no ramificada,
asi como algunos compuestos ramificados con grupos metilo (Figura 1.15).%’
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Tipo I Tipo II
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Figura 1.15. Estructuras caracteristicas de feromonas producidas por lepiddpteros [Z = doble enlace con isomeria
cis; E = doble enlace con isomerfa trans; el nimero antes del guion = posicion del doble enlace; nimero después
del guion = el nimero de carbonos de la cadena lineal; OAc = acetato; OH = alcohol; Ald = aldehido; H = ausencia
de un grupo funcional terminal; A = doble enlace terminal; epo = anillo cis-epoxi; t-epo = anillo trans-epoxi; Me =
grupo metilo; y, ket = grupo cetona] (Figura adaptada,®' creada en ChemDraw).

La diversidad de mariposas existente es paralela a una gran diversidad quimica en los VOCs que
constituyen sus feromonas producidas por machos, incluyendo derivados de alcaloides, terpenoides,
compuestos aromaticos o acidos carboxilicos.' Si bien en varios casos los VOCs de feromonas sexuales
de las mariposas producidas por machos son similares a los VOCs de feromonas sexuales de las polillas
producidas por las hembras, en muchos casos se sugiere o se ha demostrado que son compuestos
derivados de sus plantas hospederas.'2612%.128 | 3 gran variedad de VOCs macho-especificos es un
indicativo que, los rasgos de sefializacién de las mariposas y las rutas biosintéticas subyacentes han
evolucionado varias veces de forma independiente,'® mostrando la gran influencia que tiene para este
subgrupo de lepidépteros la composicion quimica de la planta hospedera. Existen reportes que dan
indicios sobre la posibilidad de que los insectos pueden usar compuestos obtenidos directamente de la
planta hospedera como fuente de los componentes de sus feromonas. Esto se debe a que la dieta es
posiblemente el factor ambiental mas importante que da forma a las sefales quimicas en los insectos.
En casos muy particulares, los componentes de la dieta se convierten directamente en feromonas, pero
de manera mds general, la variacién en la dieta de un individuo influye en su desarrollo y, por lo tanto,
en su capacidad para sintetizar la sefial. Debido a esto, para el estudio de los VOCs que constituyen la
feromona se debe procurar que las condiciones de desarrollo del insecto sean muy similares a las del
habitat natural, garantizando que la dieta tenga la menor alteracion.

1.4.4.1. Feromonas de lepiddpteros de la familia Nymphalidae, subfamilia Satyrinae

Para el caso particular de la familia Nymphalidae, subfamilia Satyrinae, hasta donde se conoce,
se ha estudiado la feromona sexual para 20 especies'® de los géneros Bicyclus (17 especies),'® '8
Elymnias (1 especie),” Lethe (1 especie),” y Opsiphanes (1 especie).” En todos los casos, la
feromona es producida por el macho, sin embargo, en cuanto a caracteristicas estructurales, se
presenta una considerable diversidad. Para Lethe marginali Motschulsky, 1860 se identificé como
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compuesto principal de la feromona la y-decalactona;* para Elymnias thryallis (Kirsch, 1877) se
identificaron el elymniafurano, los isémeros (E) y (Z)-4-metil-(2-metil-1,3-butadienil)-furano y
el espiro acetal 3,9-dimetil-1, 6-diox-espiro-[4.5]-dec-3-eno (Tabla 3.1)." Estos compuestos no
presentan similitud con los VOCs que se derivan de las rutas de biosintesis endégena de
polillas,' por lo que posiblemente podrian ser derivados de compuestos de la planta hospedera.
Adicionalmente, los furanos y lactonas se caracterizan por presentar olores afrutados, que han
sido descritos como caracteristicos de algunas secreciones de lepidopteros.'?130131

Por su parte, para el género Bicyclus, se ha reportado que algunos de los VOCs que constituyen
las feromonas masculinas se producen de forma enddgena a través de vias biosintéticas
compartidas con hembras de muchas especies de polillas.’®'®"” Se reporta que dos de los
constituyentes de la feromona sexual de Bicyclus anynana (Butler, 1879), el (2)-9-tetradecenol
y el hexadecanal, se producen a través de la actividad de una acidograso-A11-desaturasa y dos
acidograso-reductasas especializadas en la formacion de alcoholes.™ Para la especie B. martius -
sanaos (Fabricius, 1793) también se identificé una A11-desaturasa involucrada en la biosintesis
de (2)-11- hexadecenoatos de etilo, isobutilo y 2-feniletilo, VOCs que hacen parte de la
feromona producida por el macho." En el caso del género Opsiphanes, el reporte para O. invirae
(Hibner, 1818) muestra un compuesto que podria sintetizarse de manera enddgena ((2)-7-
Heptadeceno) y dos constituyentes terpénicos ((E)-B-Farneseno, (E)-Nerolidol) que
posiblemente toma de la planta hospedera (Eleais guinensis) o sintetiza usando un precursor
presente en ella (Tabla 1.4).>"° Teniendo en cuenta los reportes para mariposas de la subfamilia
Satyrinae, es probable encontrar un comportamiento sexual similar en la especie de interés O.
cassina, en el que el macho sea el productor de la feromona. Asi mismo, debido a la cercania
taxonémica entre O. invirae y O. cassina, es posible sugerir que la feromona de O. cassina esté
constituida por VOCs con estructuras quimicas muy similares o derivadas con pequefios cambios
de concentracién y/o proporcién de componentes.

Tabla 1.4. Caracteristicas estructurales de los VOCs que constituyen la feromona sexual producida por machos de
especies de la familia Nymphalidae, subfamilia Satyrinae.

Especie VOCs presentes en la feromona Ref

Lethe marginali ;<j\/\/\/

y-Decalactona
20

(E)-4-Metil-(2-metil-1,3-butadienil)-furano

VAR / o« Elymniafurano w
=
Elymnias thryallis 19
Espiro acetal 3,9- \d@\ (2)-4-Metil-(2-metil-1,3-butadienil)-furano
dimetil-1,6-diox- /7 4@\
espiro [4.5] dec-3-eno < N

Bicyclus anisops PO PP P

(6R,10R)-6,10, 14-Trimetilpentadecan-2-ona

(2R,6R, 10R)-6,10, 14-Trimetilpentadecan-2-ol
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(2)-9-Tetradecenol

. Hexadecanal 17
Blcyclus anynana R e N N N
6,10,12-Trimetilpentadecan-2-ol
(6R,10R)-6,10,14-Trimetilpentadecan-2-ona
Bicyclus buea 1
Bicyclus dentata 1
Bicyclus dorothea 16
(2R,6R,10R)-6,10, 14-Trimetilpentadecan-2-ol
Bicyclus ephorus )Oi/\/'\/\/’\/\/L 16
(6R,10R)-6,10,14-Trimetilpentadecan-2-ona
Bicyclus golo 1
(2R,6R,10R)-6,10,14-Trimetilpentadecan-2-ol
16

Bicyclus graueri M

(2R,6R,10R)-6,10,14-Trimetilpentadecan-2-ol

Bicyclus ignobilis W 16

(6R,10R)-6,10,14-Trimetilpentadecan-2-ona

Bicyclus mandanes

(2)-11-Hexadecenoato de etilo

\\/WW\F\/ (2)-11-Hexadecenoato de 2-feniletilo
Biciclus martius 18
sanaos (2)-11-Hexadecenoato de isobutilo IK/\/\/\/\jV \/\O

A

(2R,6R,10R)-6,10,14-Trimetilpentadecan-2-ol

Bicyclus mollitia )Oi/\/'\/\/'\/\/'\
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(2R,6R,10R)-6,10,14-Trimetilpentadecan-2-ol
Bicyclus safitza /OQ/\/L/\/'\/\/L 16
(6R,10R)-6,10, 14-Trimetilpentadecan-2-ona
Bicyclus sambulos 1
(6R,10R)-6,10,14-Trimetilpentadecan-2-ona
Bicyclus sandace 1
(2R,6R,10R)-6,10,14-Trimetilpentadecan-2-ol
Bicyclus sebetus /OQ/\/'\/\/'\/\/,\ 16
(6R,10R)-6,10,14-Trimetilpentadecan-2-ona
16

Bicyclus vulgaris

Opsiphanes invirae

(E)-11-Farneseno

)\A)\/\/\k/ (2)-7-Heptadeceno

N e S S
(E)-Nerolidol

HO,

AN AN =
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Capitulo 2. Evaluacion del comportamiento
sexual de adultos de Opsiphanes cassina bajo
condiciones de laboratorio

Encontrar pareja es uno de los mayores desafios que enfrenta cualquier animal, en el caso de los
lepiddpteros, es resuelto a través de la liberacion y deteccién de estimulos de naturaleza quimica en
combinacién con conductas estereotipadas de cortejo que, en conjunto, determinan que ocurra o no el
apareamiento. En este capitulo se presenta la evaluacién del comportamiento sexual de adultos de O.
cassina bajo condiciones de laboratorio, y se discute el efecto de las condiciones ambientales sobre las
conductas de respuesta. Ademas, se establecen algunos de los factores a considerar para realizar la
extraccion de los semioquimicos que podrian estar involucrados en la conducta sexual de la especie.

2.1. Metodologia
2.1.1. Insectos

Las prepupas y pupas de O. cassina fueron colectadas™ en cultivos comerciales de palma de aceite
(Plantacion Sepropal, 4°16'02""N71°58'58""W) con altos niveles de infestacion (mas de 7 larvas de V
instar por hoja),""® ubicados en el municipio de Puerto Gaitan, Meta. Las capturas se realizaron durante
los meses de junio, julio y octubre de 2021 y el mes de abril de 2022; los insectos fueron colectados
manualmente de las hojas de la palma, principalmente de las hojas 17 y 25, cortando la parte del foliolo
donde se encontraba adherido el cremaster (dpice del Gltimo segmento del abdomen de la pupa, que
funciona como elemento de unién con el techo del que cuelga). A continuacién, las prepupas y pupas
fueron llevadas a los laboratorios del Campo Experimental Palmar de las Corocoras, Paratebueno,
Cundinamarca (4°22'5.5""N73°10'16.9"'W); una parte de los insectos se usé para establecer lacriay la
otra fue enviada a la ciudad de Bogotd. Para el traslado, las prepupas y pupas fueron depositadas en
neveras o recipientes plasticos con algodén mientras que los adultos (que emergieron en el campo
experimental), se aislaron en sobres triangulares de papel pergamino para que las alas del insecto no
sufrieran ningln dafio.

"Ppara la colecta de insectos se cuenta con el permiso individual de recoleccién de especimenes de especies
silvestres de la diversidad bioldgica con fines de investigacién cientifica no comercial emitido por la Autoridad
Nacional de Licencias Ambientales ANLA, bajo la Resolucion N° 02431 del 24 de diciembre de 2018. Ver Anexo 1.
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2.1.2. Desarrollo de adultos de O. cassina bajo condiciones de laboratorio

En el laboratorio en Bogota, las prepupas se colocaron en un recipiente con foliolos de palma de aceite
para favorecer su adherencia en la formacién de la pupa; las pupas se distribuyeron entre 3 y 9 unidades
por recipiente de plastico, de acuerdo con el tamafio del mismo, colocando papel toalla en la base,
facilitando asi la emergencia de los adultos y el adecuado despliegue de sus alas. A través de
observaciones en el laboratorio se realizo el registro de la duracién del estadio de pupa y adulto, asf
como del horario durante el cual ocurria la emergencia. Los adultos se diferenciaron sexualmente de
acuerdo con las caracteristicas de dimorfismo sexual descritas para especies del mismo género:
coloracién mas intensa en alas de machos, mayor envergadura alar y abdomen mds grueso en hembras
(Figura 2.1 A);? diferencias causadas por procesos de seleccion natural y sexual.®*'** Posteriormente,
los adultos separados por sexo se mantuvieron, hasta la realizacion de estudios de comportamiento
sexual, en jaulas fabricadas con tela de muselina (Figura 2.1 B) y tubos de PVC (1.51 m x 0.66 m x 0.66
m) con agua con aztcar como alimento, a una temperatura entre 13-22 °Cy una humedad relativa entre
46 - 59 %.

A

Figura 2.1. A. Caracteristicas de dimorfismo sexual de adultos del género Opsiphanes (Nymphalidae) [Q(hembra)
J'(macho)]. B. Jaulas entomoldgicas para mantenimiento de adultos. Fotos: J. Pastrana y J. Bustos.

2.1.3. Evaluaciéon del comportamiento de adultos de O. cassina bajo condiciones de laboratorio

Para el estudio de comportamiento de los adultos bajo condiciones de laboratorio se realizaron tres
experimentos, a continuacion, se esquematiza y describe la metodologia empleada en cada uno de ellos:

Comportamiento bajo condiciones de laboratorio

1. Evaluacién del ritmo 2. Evaluacién del comportamiento 3. Evaluacion de la conducta
de actividad sexual de llamado
|
Condiciones
Condiciones Adultos: 8 parejas (8 machos y 8 Condiciones
Adultos: 15 machos y 5 hembras hembras virgenes) y 2 grupos (1 Adultos: 18 - 28 machos virgenes;
virgenes; edad: 24 - 120 h; horario hembra - 4 machos; 4 hembras - 10 edad: 24, 48 y 72 h; horario
evaluado: todo el dia; dias de machos virgenes); edad: 24 - 120 evaluado: 17:00 - 19:00 h; dias de
observacién: 5 horas; horario evaluado:17:00 - 5:00 h; observacién: 3
dias de observacion: 3

Figura 2.2. Esquema de la metodologia empleada para la evaluacion del comportamiento de adultos de Opsiphanes
cassina bajo condiciones de laboratorio.
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Para realizar las diferentes evaluaciones, los adultos eran dispuestos en recipientes plasticos
transparentes con papel de toalla en la base, y agua con azticar como fuente de alimentacién. Las
observaciones eran realizadas con iluminacién natural o empleando luz roja, esto para simular las
condiciones mds cercanas a las naturales y no causar interferencia en el comportamiento de los insectos.

Las condiciones de temperatura y humedad relativa fueron de 13 - 22 °Cy 46 - 59 %, respectivamente.

2.1.3.1. Evaluacién del ritmo de actividad

Se emplearon 20 adultos virgenes (15 machos y 5 hembras, por separado), con edades entre 24
y 120 h, que emergieron en el laboratorio, se realizaron observaciones durante todo el dia por
5 dias, registrando actividades de desplazamiento (caminar y/o volar) y alimentacién.>*

2.1.3.2. Evaluaciéon del comportamiento sexual

Se emplearon 8 parejas de insectos adultos (8 machos y 8 hembras virgenes) con edad entre 24
y 120 hy 2 grupos de adultos, uno con 1 hembra y 4 machos de campo y el otro con 4 hembras
y 10 machos de cria (virgenes), de 24 a 72 horas de edad. Se selecciond esa relacién entre
hembras y machos, teniendo en cuenta el estudio de comportamiento de una especie del mismo
género (0. invirae), dénde se emplearon grupos de insectos con al menos 3 machos mas que
hembras, en el que se encontré que los machos se agrupan o vuelan en conjunto antes de iniciar
el cortejo y liberacién de la feromona.” Las observaciones se realizaron durante 3 dias a partir
de las 17:00 h hasta las 5:00 h; se selecciond ese horario, teniendo en cuenta el comportamiento
determinado en observaciones previas. Se estudiaron las conductas de cortejo y copula
presentadas por machos y hembras, registrando los horarios, tomando como referencia los
reportes para especies del mismo género.'**

2.1.3.3. Evaluacién de la conducta de llamado

Se realizaron observaciones entre las 17:00 y 19:00 h. Los machos en proceso de llamado fueron
reconocidos por comportamientos como vibracién, movimiento de abdomen y vuelo contintio
exponiendo los penachos presentes en las alas posteriores.>'*® Se estudiaron machos con
diferente edad (24, 48 y 72 h), considerando las variables de inicio, duracién y nimero de
llamados.”™”"*® La unidad experimental fue de 1 macho, por edad se evaluaron entre 19 y 28
individuos. Los machos se dispusieron de manera individual en cajas plasticas transparentes
empleando como fuente de alimento agua con aztcar impregnada en un algodén.? Los datos se
analizaron siguiendo un modelo ANOVA empleando el estadistico F como criterio de rechazo de
la hipétesis nula (Ho:no existe diferencia significativa entre las medias de los grupos evaluados).
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2.2. Resultados y discusién

2.2.1. Desarrollo de adultos de O. cassina bajo condiciones de laboratorio

La observacion de los adultos de O. cassina permitié identificar las diferencias de dimorfismo sexual
previamente descritas para el género, pero ademds se encontraron estructuras asociadas con la
produccién de sefiales quimicas. Se observd que las hembras presentan un mayor tamafno que los
machos (envergadura alar entre 70-75 mm vs 60-70mm) y una coloracién menos intensa en la vista
dorsal y ventral de las alas. El abdomen del macho es café oscuro, delgado y tiene aberturas de color
café mas claro en cada seccidn lateral; en su interior se observan dos placas secretoras de color amarillo
oscuro, ubicadas en el cuarto y quinto segmento abdominal, que presentan un aroma dulce perceptible
al olfato humano. Por su parte, el abdomen de la hembra es mds grande, robusto y de color amarillo
verdoso sin ninguna estructura glandular visible. Adicionalmente, en las alas posteriores el macho
presenta agrupaciones de vellosidades conocidas como penachos, que son atribuidas a la necesidad de
diseminacién de feromonas,” y que no se presentan en las alas de las hembras (Figura 2.3). Estas
caracteristicas podrian indicar que en esta especie es el macho el que produce y emite los VOCs que
regulan el proceso de cortejo y cpula, cdmo se ha reportado para otras especies del género Opsiphanes
y de la familia Nymphalidae.>'*°

& Ay
0" ok AR A

Figura 2.3. Caracteristicas de dimorfismo sexual de adultos de Opsiphanes cassina emergidos bajo condiciones de
laboratorio [ (hembra) &'(macho)]. (A la izquierda se compara la vista dorsal y ventral de los adultos; a la derecha
se compara el abdomen y las alas posteriores de los adultos, sefialando las zonas donde se presentan las
estructuras glandulares en machos). Fotos: J. Bustos

Bajo condiciones de laboratorio, la duracion del estadio de pupa fue de 12,6 + 5,9 dias (n=130) y la de
adultode 12,3 £ 6,7 y 14,7 + 7,8 dias para machos (n=275) y hembras (n=231), respectivamente; estos
valores estan dentro de los rangos reportados para el ciclo de vida bajo condiciones de umbraculo en
campo.* En cuanto a la emergencia de los adultos de O. cassina, esta se dio entre las 14:00 y 17:30 h,
observando que emerge un mayor nimero de machos antes que de hembras (Figuras 2.4 y 2.5). Este
fendmeno, dénde inicialmente hay una mayor proporcién de machos, se conoce como protandria, un
comportamiento adaptativo comin en lepidépteros que minimiza la muerte pre-reproductiva de las
hembras y que esta relacionado con un mayor éxito reproductivo, debido a que los machos alcanzan
primero la madurez sexual y pueden aprovechar la alta receptividad de las hembras virgenes. ™%’
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Figura 2.4. Horario de emergencia de adultos de Opsiphanes cassina bajo condiciones de laboratorio [Q(hembras)
Jd'(machos)] (&n= 74y Pn=56).

&

w 10,0%

3

R

8o

[T}

£

(7]

w

3

=

=

<

< 6,9%

510 10-15 15-20 20-25

d Q Tiempo de emergencia (Dias)

Figura 2.5. Ritmo de emergencia de adultos de Opsiphanes cassina bajo condiciones de laboratorio [Q(hembras)
Jd'(machos)] (&n= 74y Pn=56).

2.2.2. Comportamiento de adultos de O. cassina bajo condiciones de laboratorio

2.2.2.1. Evaluacién del ritmo de actividad

Los resultados de las observaciones sobre las actividades de locomocidn, bisqueda de alimento
y cortejo (vibraciéon y movimiento de abdomen) de adultos de O. cassina bajo condiciones de
laboratorio se esquematizan en la Figura 2.6.

Si bien los adultos permanecieron en reposo durante la mayor parte del dia y la noche, se
encontrd que, en las primeras horas de la mafana, después del amanecer, muchas de las
mariposas comenzaban a caminar por las paredes de la jaula y a volar, alcanzando un primer
punto maximo de actividad entre las 6:00 y 8:00 h. Durante el dia, no se observé mayor
movimiento hasta después de las 16:00 h, cuando los adultos se desplazaron en busca de las
fuentes de alimento. Posteriormente, en el horario crepuscular (18:00 - 20:00 h) se observé un
tercer pico de actividad de vuelo constante, identificando en los machos movimiento de

abdomen y vibracién, al igual que la liberacién de un olor perceptible para el olfato humano,
con notas dulces.
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Figura 2.6. Horario de actividad de adultos de Opsiphanes cassina bajo condiciones de laboratorio (se presenta el

promedio * desviacién estandar de las observaciones de 5 dfas para 20 adultos) (§'n= 15y @n=5) (La vibracién y
movimiento de abdomen solo se presenté en machos).

Este comportamiento fue asociado con una conducta de cortejo, al observar que las glandulas
del macho se llenaban; adicionalmente, en el estudio de las especies O. invirae (Hiibner, 1818),
O. tamarindi Felder, 1861, Caligo memnon Felder, 1867, C. eurilochus Cramer, 1775, del mismo
género y/o familia, se describe una conducta similar, en la que luego de que el macho llena sus
estructuras glandulares, vibra y mueve el abdomen, atrae a la hembra y realiza la cépula.™>'
Adicionalmente, se ha reportado que la mayoria de los adultos de mariposas de la tribu
Brassolini (Lepidoptera: Nymphalidae: Satyrinae) son crepusculares y, dependiendo de la
especie, el apareamiento y la oviposicion ocurren al anochecer, al amanecer o en ambos."*'
Igualmente, para algunas especies del género Opsiphanes, se reportd que, debido a las bajas
temperaturas durante las horas crepusculares, los machos adultos tiemblan o vibran para elevar
la temperatura tordcica en preparacién para los comportamientos reproductivos, presentando
un aumento entre 15,4 y 17,5 °C por encima de la temperatura ambiente.”® Asi mismo, en
estudios realizados en Panama y Brasil, se establecié que los machos adultos del género
Opsiphanes usan vuelos rapidos para realizar exhibiciones aéreas y algunas especies forman
agregaciones de apareamiento.>'*>'21% Un estudio enfocado al analisis morfoldgico de las alas
de adultos de Opsiphanes, indicd que es probable que los machos incurran en un mayor gasto
energético que las hembras durante las actividades reproductivas, lo que podria explicar su
divergencia en la morfologia de las alas. Los machos, ademds de presentar penachos en las alas
posteriores, parecen tener proporcionalmente mas mdsculo de vuelo por unidad de area en las
alas delanteras, respecto a las hembras, indicando que los machos podrian emplear una
frecuencia de aleteo mds alta que las hembras congéneres.'** Considerando estos reportes, en
conjunto con los resultados de las primeras observaciones, se evalué entre las 17:00 - 05:00 h
el comportamiento de las parejas y grupos de machos y hembras.
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2.2.2.2. Evaluacién del comportamiento sexual

Bajo las condiciones de laboratorio empleadas, no se observaron cépulas ni en las parejas ni en
los grupos, sélo algunas conductas de cortejo, que podrian asociarse con una estrategia tipo
“patrolling”, donde los machos se acercaban a las hembras, y luego presentaron una secuencia
estereotipada de comportamientos, que se repitié sin variacion en todas las evaluaciones,
incluida la vibracién de térax y abdomen, movimiento de las alas y la exhibicién de los penachos
hacia la hembra, lo que se esperaba la atrajera para la cépula. Sin embargo, la hembra nunca
entrd en contacto continuo con el cuerpo o el extremo del abdomen del macho, lo que no
permitié que se produjera la cépula (Figura 2.7).
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Figura 2.7. Horario de actividad sexual de adultos de Opsiphanes cassina bajo condiciones de laboratorio (se

presenta el promedio * desviacidn estdndar de las observaciones de 3 dias para 8 parejas y 2 grupos a adultos; la
vibracién y movimiento de abdomen solo se presentd en machos).

Aunque el apareamiento puede ser la actividad mas importante del estadio adulto en la mayoria
de insectos, ya que brinda la oportunidad de propagar genes a la préxima generacion,'"’ varios
estudios reportan la probabilidad de que algunas hembras permanezcan sin aparearse incluso
en condiciones de campo.' Para lepiddpteros, los reportes indican que factores como la
densidad de la poblacién, el espacio para realizar vuelos, la proximidad a las plantas hospederas
y su posicién vertical en las mismas, afectan la respuesta de las hembras a los estimulos visuales
y/o quimicos producidos por los machos, influyendo directamente en el éxito reproductivo de
la especie.'®™"14814% Adicionalmente, el hecho de que no se observaran cépulas bajo
condiciones de laboratorio, pudo estar relacionado con el cambio de condiciones climdticas,
respecto a los lugares de colecta. ™21 122133.154155.156 Bogotd presenta una altitud de 2649
msnm, y durante el estudio se registraron temperaturas entre 13 - 22 °C con humedad relativa
entre 46 - 59 %; por su parte, Puerto Gaitdn presenta una altitud de 149 msnm, temperatura
entre 20 - 28 °Cy humedad relativa entre 60 - 80 %."*’ La temperatura y la humedad son de los
factores ambientales mas importantes que afectan el crecimiento y desarrollo de los insectos,
modificando el tiempo de generacidén, el tamafo corporal, el voltinismo (ndmero de
generaciones de un organismo que aparecen en un afo) y las conductas sexuales.”® "2 As{
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mismo existe evidencia de que los insectos ajustan sus comportamientos asociados con el vuelo,
como la bisqueda de alimento o pareja, en respuesta a los cambios en la presién barométrica.”™*
Particularmente en el apareamiento, los cambios en esas condiciones pueden alterar el inicio o
la duracion de la cépula, e incluso, disminuir el porcentaje de ocurrencia. Como ejemplo, en un
estudio realizado sobre la especie Ostrinia nubilalis (Hibner, 1796) (Lepidoptera: Crambidae)
donde se evalué el efecto de la humedad en la deteccién de la feromona sexual que produce la
hembra, se encontré que, al aumentar la humedad, la proporcién de machos que tomaron vuelo
y alcanzaron la fuente disminuyd, mientras que la proporcién que exhibié una interrupcién en
el vuelo aumentd.” Por su parte, para la especie Plodia interpunctella (Hiibner, 1813)
(Lepidoptera: Phycitidae) se observd que a una menor temperatura y humedad relativa
disminuyen el nimero y la duracién de apareamientos. A su vez, se observé que el apareamiento
comienza antes a temperaturas mas bajas que a temperaturas mas altas.”™' En otro estudio,
realizado sobre la especie Mythimna unipuncta (=Pseudaletia unipuncta) (Haworth, 1809)
(Lepidoptera: Noctuidae), se observd que al aumentar la presiéon barométrica hubo una
disminucion significativa en la incidencia de apareamiento.'® Un comportamiento similar fue
reportado para Mythimna separata Walker, 1865 (Lepidoptera: Noctuidae), donde se encontrd
que, a una presion barométrica baja, mejora el rendimiento del vuelo y el rendimiento
reproductivo de la especie.'®

Estos reportes muestran que, aunque el insecto emisor puede realizar el cortejo y producir la
sefial quimica idénea, variables como la temperatura, la humedad, la presién barométrica, entre
otras, afectan considerablemente al insecto receptor, impidiendo que la cdpula se lleve a cabo.
Debido a ello, se decidié enfocar el estudio de comportamiento en la determinacién del horario
de [lamado por parte de los machos, para posteriormente realizar la extraccién de VOCs durante
el mismo periodo de tiempo.

2.2.2.3. Conducta de llamado de los machos

El éxito reproductivo podria considerarse una de las principales causas de la evolucién de los
patrones de comportamiento sexual en los animales, particularmente en la clase
Insecta.>>'*®1>*1% Para que estos puedan aparearse y reproducirse, se debe lograr la
comunicacién a grandes distancias siendo un evento determinante la atraccién y ubicacion de
un compafiero sexual, ya que, las inexactitudes en la localizacion de la pareja implicarian un
tiempo de blsqueda prolongado, mayor gasto de energia, mayor riesgo de depredacién y
reduccion de la descendencia viable.'® "% En la mayoria de especies de lepiddpteros, esta
situacion es resuelta mediante la liberacion y deteccién de feromonas sexuales.'®*® En este
escenario, es importante considerar que la emision de la feromona sexual esta asociada con
otros comportamientos estereotipados en lo que se conoce como “conducta de llamado”, donde
el organismo que libera la sefial quimica realiza movimientos o emite sonidos tanto para
favorecer la diseminacion de los componentes de la feromona, como para favorecer o aumentar
la atencién del organismo receptor; todo lo anterior en un horario especifico.'6* 165166167

El comportamiento de llamado de los machos de O. cassina inicié desde las 18:00 h y se extendid
hasta 18:30 h para los adultos de 24, 48 y 72 h de edad, encontrando que, para los adultos de



Capitulo 2 41

24 h, elinicio seda 10 minutos después que para las otras dos edades (Figura 2.8). Sin embargo,
no se encontraron diferencias significativas (Fexperimentat [2,60] < Ferico [3,13]) entre las tres edades
evaluadas para la variable duracién del llamado (Figura 2.9 A). Por otro lado, se observé que el
llamado no se da de manera continua, sino que el macho vibra, vuela y expone los penachos
realizando pausas, encontrando que se da un promedio de 5 llamados. Para la variable ndimero
de llamados, tampoco se encontraron diferencias significativas (Fexperimental [1,38] < Feritico [3,151)
entre las tres edades evaluadas (Figura 2.9 B).

Los resultados obtenidos sugirieron que, la extraccién de glandulas sexuales de machos virgenes
de 24,48 y 72 h de edad podria ser realizada durante el horario crepuscular evaluado.
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Figura 2.8. Horario de llamado de machos de Opsiphanes cassina de diferentes dias de edad, bajo condiciones de
laboratorio.
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Figura 2.9. Duracién del llamado (A) y nimero de llamados (B) de machos de Opsiphanes cassina de diferentes dias
de edad, bajo condiciones de laboratorio.
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2.3. Conclusiones

* El dimorfismo sexual identificado en adultos de O. cassina muestra la presencia de estructuras
glandulares en el abdomen y alas de los machos, las cuales pueden estar asociadas con la produccién
de la feromona sexual de esta especie. Esto coincide con lo reportado para otras especies de este
género y familia.

= Seidentificaron tres picos de actividad locomotora de O. cassina, entre los que se destaca la conducta
de cortejo que realizan los machos en el periodo crepuscular vibrando, moviendo el abdomen y
llenando sus gldndulas con una secrecion amarilla, que presenta un aroma dulce perceptible al
olfato humano. Este comportamiento de cortejo coincide con lo reportado para otras especies del
mismo género y/o familia.

= Aunque bajo las condiciones de laboratorio no se observaron cépulas, las caracteristicas
morfoldgicas y las respuestas conductuales de los adultos de O. cassina, permiten sugerir que su
comunicacién podria ser mediada por compuestos organicos volatiles que actuarian como una
feromona sexual producida por el macho durante el horario del llamado (18:00 - 20:00 h).



Capitulo 3. Estudio de la feromona sexual macho-
especifica de Opsiphanes cassina

Estudiar por primera vez la feromona de una especie implica enfrentarse a muestras de composicion
desconocida, sin embargo, se puede tener una idea del tipo de moléculas que la constituyen al considerar
la taxonomia del insecto y la composicién quimica de la planta hospedera. Lo anterior es viable pues, se
ha establecido que en individuos de un mismo grupo taxondmico (familia, subfamilia, tribu y género) se
presenta la biosintesis de moléculas de naturaleza quimica similar, indicando la existencia de rutas

biosintéticas compartidas,'®®

igualmente gracias a la capacidad adaptativa de muchos insectos para
secuestrar componentes de las plantas y emplearlos como precursores o constituyentes de sus sefiales
quimicas.'® En este tercer capitulo se presenta la metodologia y resultados obtenidos al analizar los
VOCs extraidos de machos y hembras adultos de O. cassina, con el fin de separar e identificar los posibles

candidatos a feromona sexual de esta especie.

3.1. Metodologia

3.1.1. Insectos

Para realizar la extraccion de los VOCs liberados por adultos de O. cassina, se obtuvieron insectos de
cultivos comerciales de Puerto Gaitan, Meta (Plantacién Sepropal, 4°16’02"’N71°58'58"W), del campo
experimental Palmar de las Corocoras, Paratebueno, Cundicamarca (4°22'5.5"N73°10'16.9"W), y de
cultivos comerciales de Tumaco, Narifio (Plantacién Palmas de Tumaco, 1°27'57.1"'N28°46'23.2"'W),
que fueron colectados durante los meses de mayo, agosto, septiembre y octubre de 2022 y fueron

trasladados al laboratorio en Bogotd. Las pupas y adultos se mantuvieron bajo condiciones de
laboratorio, como se indica en la seccién 2.2.1. del Capitulo 2.

3.1.2. Extraccion de VOCs liberados por adultos de O. cassina bajo condiciones de laboratorio

La captura de los VOCs liberados por los insectos se realizé bajo condiciones de laboratorio, empleando
las técnicas de extraccion directa con solvente, head-space dindmico (HSD) y head-space con
microextraccion en fase sélida (HS-MEFS). A continuacion, se esquematiza la metodologia y se describen
las condiciones evaluadas en cada caso (Figura 3.1).
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Extraccion de VOCs liberados por adultos de O. cassina bajo condiciones de
laboratorio
5 [ |
Método de -
.. Directa con solvente | HSD | HS-MEFS |
extraccion |
| Hexano | | Diclorometano | HayeSepD - || Porapak- | Fibra triple DVB/CWR/PDMS |
. Hexano Hexano
Condiciones de |
extraccion ‘—l—l
Variables: Variables:
* Numero de insectos Variables: » Numero de insectos
* Parte del insecto (alas, « Adsorbente * Tiempo de exposicion de la fibra
abdomen) + Ndamero de dias de extraccion

Solvente

Procedencia geografica insectos
(Puerto  Gaitdn, Meta vs
Tumaco, Narifio)

+ Presencia o ausencia de la
planta hospedera

Figura 3.1. Esquema de la metodologia empleada para la extraccion y deteccién de VOCs liberados por adultos de
Opsiphanes cassina bajo condiciones de laboratorio (HSD: head-space dindmico, HS-MEFS: head-space estatico con
microextraccion en fase sélida).

3.1.2.1.

Extraccién directa con solvente

Los extractos cuticulares de alas posteriores y abdomen se obtuvieron de machos y hembras
virgenes de 24 a 72 horas de edad, que emergieron en el laboratorio de Bogotd y provenian de
pupas colectadas en Puerto Gaitadn, Meta. Las extracciones se realizaron en el horario de cortejo
de la especie, que de acuerdo con reportes previos para el géneroy familia, y confirmado a través
del estudio de comportamiento se da en el periodo crepuscular (18:00 - 20:00 h).? Los adultos
se anestesiaron en el congelador durante 10 - 15 minutos; se selecciond este tiempo para
garantizar que el insecto estuviera vivo pero inmovil. Posteriormente se realizd el
desprendimiento de las alas posteriores y el abdomen, partes en las se encuentran las
estructuras glandulares en los machos. Las partes se retiraron con tijeras de diseccién y se
sumergieron en hexano o diclorometano (grado HPLC). Las partes se dejaron en el solvente
hasta acumular un extracto de varios individuos; posteriormente, el sobrenadante se filtré a
través de una columna de lana de vidrio, se transfirié a un vial de 2 mLy se mantuvo refrigerado
(0 - 4 °C) para su posterior analisis cromatografico.>'’® Se obtuvieron extractos con diferente
ndmero de adultos con el objetivo de determinar cuantos insectos eran necesarios para obtener
una respuesta analitica. Ademds, se obtuvieron extractos de algunos adultos colectados en
campo (Puerto Gaitdn, Meta), de edad y estado de apareamiento desconocido, para establecer
diferencias respecto a los adultos de cria. Adicionalmente, para establecer si se presentaban
diferencias en la composicién de la feromona de adultos de O. cassina respecto al origen
geogréfico se obtuvieron extractos de adultos que emergieron en el laboratorio y provenian de
pupas colectadas en plantaciones de Tumaco, Narifio y se compararon con los de Puerto Gaitén,
Meta. Se eligieron estas ubicaciones geogrificas debido a que son las que presentan una mayor
incidencia del insecto-plaga y son contrastantes en cuanto a condiciones climaticas y
especialmente, respecto a los cultivares de palma de aceite que estdn sembrados en cada zona.
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3.1.2.2. Extraccion por head-space dindmico (HSD)

En la extraccién por HSD se usaron grupos de 5 adultos virgenes (machos y hembras por
separado, de 24 a 72 h de edad), que emergieron en el laboratorio de Bogotd y provenian de
pupas colectadas en Puerto Gaitdn, Meta; se emple6 como fuente de alimento agua con azUcar
impregnada en un algoddn. Se estudiaron dos sistemas, uno con los adultos en presencia de la
fuente de alimento y otro con los adultos en presencia de la fuente de alimento mds la planta
hospedera (2 foliolos de palma de aceite Elaeis guineensis, cultivar IRHO, hoja 25; los foliolos se
reemplazaron a los 9 dfas por unos nuevos, debido a su avanzado estado de senescencia). Los
adultos se colocaron en recipientes de vidrio de 5 L, en un sistema cerrado, bajo un flujo
continuo de aire himedo previamente filtrado con carbén activado. Los insectos permanecieron
en el sistema por periodos de 7 y 11 dias. Los VOCs liberados por los insectos dentro de la
cdmara fueron capturados en columnas de vidrio que contenfan 50 mg de Hayesep D (DVB) o
50 mg de Porapak (EVB-DVB), como polimeros adsorbentes (Figura 3.2). Todas las muestras
fueron tomadas a temperatura ambiente y en cada sistema se realiz6 una muestra control sin
insectos. La activacién de los adsorbentes antes de acoplarlos al sistema y la desorcién de los
compuestos se realizé6 con hexano (grado HPLC). Las muestras se mantuvieron a baja
temperatura en un congelador a 0 °C, para evitar pérdidas de material y garantizar su posterior

analisis.'"?

0

\
Recipiente i'

0

Figura 3.2. Montaje de HSD empleado para la extraccién de VOCs liberados por adultos de Opsiphanes cassina.

3.1.2.3. Extraccién por head-space estdtico con microextraccion en fase sélida (HS-MEFS)

En esta metodologia, se emplearon adultos de 24 a 72 h de edad, que emergieron en el
laboratorio de Bogotd y provenian de pupas colectadas en Puerto Gaitdn, Meta). Los insectos se
colocaron en recipientes de vidrio (500 mL), en un sistema cerrado sin flujo continuo de aire y
la captura de los VOCs se realiz6 empleando fibras con triple adsorbente DVB/CWR/PDMS
(80/10 um), para capturar compuestos de diferente polaridad en un mismo ensayo (Figura 2.3).
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Antes de ser usadas, las fibras fueron activadas térmicamente durante 30 minutos a 250 °C. El
tiempo de equilibrio para la formacién del head-space fue de 1 hora, y se evaluaron diferentes
tiempos de exposicién de la fibra (3, 24 y 72 h) empleando 1 o 2 adultos (machos y hembras
por separado). Todas las muestras fueron tomadas a temperatura ambiente, usando como
fuente de alimento para los adultos agua con azlcar impregnada en un algoddn y se realizé una
muestra control o blanco con alimento, pero sin insectos. Luego de ser expuestas, las fibras
fueron retraidas y removidas de los recipientes de extraccién. Para conservar los VOCs, las fibras
se almacenaron y transportaron en sus soportes sellados y se mantuvieron a 0 °C hasta su
analisis cromatografico. La desorcién de los compuestos capturados se realizd en el puerto de
inyeccion a 250 °C por 5 minutos.'”?

Holder para
‘ i soportar las
fibras

A\

Insectos

Figura 3.3. Montaje de HS-MEFS empleado para la extraccion de VOCs liberados por adultos de Opsiphanes cassina.

3.1.3. Andlisis CG-FID y CG-EM de los extractos obtenidos de adultos de O. cassina

Los extractos obtenidos por las metodologias previamente mencionadas fueron analizados empleando
un Cromatogrifo de Gases Agilent 7809B acoplado a un detector de ionizacion de llama FID (Agilent
Technologies, Wilmington, DE, EE. UU) y un CG Agilent 7890B acoplado a un detector EM 5977A
(Agilent Technologies, Wilmington, DE, EE. UU). En ambos casos el volumen de inyeccion fue de T pLy
el puerto de inyeccién se mantuvo a 250 °C en modo de inyeccién Split 1:10. La separacidn se realizé en
una columna capilar HP-5 ((5 % fenil)-metilpolisiloxano) (30 m x 0,25 mm x 0,25 pum) (Agilent
Technologies, Wilmington, DE, EE. UU). El programa de temperatura inicié a 50 °C, se mantuvo durante
cinco minutos a esta temperatura, continué con una rampa de 10 °C/min hasta alcanzar los 300 °C,
manteniéndose a esta temperatura durante 5 min.? Se emple6 como gas de arrastre Helio a un flujo de
1,0 mL/min y la temperatura del detector fue de 300 °C. Para los anlisis de espectrometria de masas se
empleé como modo de ionizacién impacto electrénico (IE) a 70 eV y el modo de adquisicion fue en

barrido completo, con un rango de masas entre 40 - 400 m/z y una velocidad de barrido de 1,5
barridos/s.

Los indices de retencién (IR) se calcularon de acuerdo con el método de Kovats a partir de un patrén de
mezcla de parafinas (Cs - Cs40) @ una concentraciéon de 25 ppm. En este método, la retencion



Capitulo 3 47

cromatografica de los compuestos se determina con relacién a la retencién de una serie de alcanos
lineales, analizados bajo las mismas condiciones cromatograficas que las muestras.'”? Teniendo en
cuenta que se realiz6 un andlisis con rampa de temperatura, se empled la siguiente formula:

IR = 100,, + 100 [% )

donde t,-(x) es el tiempo de retencién del compuesto objeto del célculo, n el nimero de dtomos de
carbono del alcano que eluye inmediatamente antes de x, t,-(n) su tiempo de retenciény t,.(n + 1) el
tiempo de retencién del alcano que eluye inmediatamente después de x. La asignacién tentativa de los
compuestos se realizd por comparacién de indices de retencién y los espectros de masas con los de la
librerfa NIST 17, para la identificacién inequivoca se emplearon patrones de referencia. Las cantidades
relativas de los compuestos se calcularon a partir de las dreas de los picos de los cromatogramas de
iones totales (TIC), de modo que el total de las areas de los picos de interés fue igual al 100 %.

3.2. Resultados y discusion

3.2.1. Extraccion e identificacion de VOCs liberados por adultos de O. cassina bajo condiciones de
laboratorio
A partir de varios experimentos y analisis por CG-FID se establecieron las condiciones bajo las cuales se
detectaban VOCs macho-especificos con cada una de las metodologias de extraccidn evaluadas. Para la
extraccion directa con solventes se encontré que debian usarse grupos minimo de 13 insectos adultos
de cria, que fueran virgenes y de edad conocida (entre 24 y 72 h). Esto se consideré debido a que, aunque
el andlisis de las muestras tomadas de adultos de campo mostré un perfil quimico similar al de las
muestras de adultos de crfa (con el mismo néimero de insectos), las sefiales presentaron una intensidad
mucho menor e incluso en algunos casos no se presento respuesta (Figura 3.4). Este efecto pudo estar
relacionado con la edad y estado de apareamiento de los insectos (desconocido para los adultos
colectados en campo), pues se ha reportado para varias especies de coledpteros y lepidopteros que estos
parametros fisioldgicos modulan la produccién de feromonas.'”*%*'7> Por ejemplo, para la especie Tuta
absoluta (Lepidoptera: Gelechiidae) se establecié que la produccién de la feromona sexual depende
claramente de la edad de la hembra, encontrando que las hembras jévenes producen la mayor cantidad
de feromona y realizan un mayor nimero de apareamientos, mientras que las hembras mas longevas,

que producen menor cantidad de los VOCs, resultan menos atractivas.'®

Muestra de machos de cria
Muestra de machos de campo ﬂ

[ \ \ \ \ . .
20 21 22 23 21 Tiempo (min)

Figura 3.4. Cromatogramas CG-FID de los VOCs detectados por extraccion directa con hexano en muestras de
abdomen de 13 machos adultos de campo y cria de Opsiphanes cassina en una columna HP-5.
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En cuanto a las técnicas de head-space, para ambas modalidades la extraccion se realizé en presencia de
alimento. En el caso de la extraccién por HS-MEFS se encontré que debia usarse un adulto y exponer la
fibra durante al menos 72 h. Por su parte, para la extraccion por HSD, al emplear 5 adultos debia
realizarse un tiempo de aireacién de 11 dias; igualmente, al comparar el perfil cromatografico obtenido
con los dos adsorbentes evaluados, se encontré que usando Porapak (EVB-DVB) se detectaba el mismo
nimero de VOCs que con Hayesep D (DVB), pero a una mayor concentracién, por lo que decidié
emplearse el primero. Este resultado, concuerda con lo reportado en un estudio sobre la influencia de la
naturaleza del adsorbente en el muestreo de semioquimicos de insectos por HSD, donde luego de
comparar varios tipos de adsorbentes en la captura de VOCs con diferentes funciones quimicas (como
cetonas, aldehidos, ésteres, alcoholes, alquenos y anillos aromdticos), se encontrd que Porapak exhibié
el mejor desempeno presentando los mayores porcentajes de recuperacion.'’

Comparacion de las metodologias de extraccion

En las muestras de extraccion directa de las secciones glandulares de alas y abdomen, al comparar los
resultados obtenidos con los dos solventes empleados (Tabla 3.1), se observa que en las muestras de
hexano estan presentes los VOCs 2,4, 5, 6 y 7, encontrando que los compuestos 2 y 5, ambos macho-
especificos, solo son detectados en alas. Por su parte, en las muestras de diclorometano, se encuentran
los VOCs 3 y 4, Gnicamente en muestras de machos, tanto en alas como en abdomen, observando que
el compuesto 3 sélo es extraido con este solvente. Al comparar el perfil obtenido con los dos solventes
empleados, se observa que en las muestras de hexano se detecta un mayor nimero de compuestos que
en las muestras de diclorometano, esto debido a la naturaleza apolar de la mayoria de los VOCs extraidos
(Figuras 3.5y 3.6).

Tabla 3.1. VOCs detectados en muestras de extraccion directa con solvente de adultos de Opsiphanes cassina por
CG-EM, bajo condiciones de laboratorio.

IR Hexano Diclorometano

No. Compuesto Fuente . Alas | Abdomen | Alas |Abdomen

Exp | Lit/Std

M H M H|M]|H M H

1 (E)-B-Ocimeno EM | 1043 | 1050
2 (E)-B-Farneseno EM 1451 | 1458 X
3 Vainillina Std | 1404 | 1399 X X
4 (E)-Nerolidol Std 1563 | 1575 X X X X
5 | (2)-7-Heptadeceno Std |1675| 1673 X
6 Acido palmitico EM [1963] 1984 | X | X | X X
7 Acido oléico EM 2148 | 2144 X X X X

La X indica que el compuesto fue detectado en esa muestra. En Fuente: Std=identificado con base en el indice de
retencion y el espectro de masas con un patrén de referencia, EM=detectado y propuesto de acuerdo con el indice
de retencién y el espectro de masas reportado en la literatura; IR=indice de retencién, Exp= IR experimental, Lit=
IR reportado en Pherobase' con la misma columna, Std= IR del patrén; M=machos, H=hembras.
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Figura 3.5. Cromatogramas de iones totales (TIC) de los VOCs detectados por extraccion directa con hexano en
muestras de alas de machos (&) y hembras (@) adultos de Opsiphanes cassina en una columna HP-5. Los ndmeros
corresponden con los de la Tabla 3.1. EL * indica que el compuesto solo se encuentra en muestras de machos.
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Figura 3.6. Cromatogramas de iones totales (TIC) de los VOCs detectados por extraccion directa con

diclorometano en muestras de alas de machos (3) y hembras (9) adultos de Opsiphanes cassina en una columna
HP-5. Los ndmeros corresponden con los de la Tabla 3.1. El * indica que el compuesto solo se encuentra en

muestras de machos.
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Los compuestos 6 y 7, que fueron detectados tanto en muestras de machos como de hembras, fueron
identificados tentativamente como acido palmitico y 4cido oleico, respectivamente. La presencia de
estos VOCs en extractos de los adultos de O. cassina, podria sustentarse debido a que han sido reportados
como feromonas y aleloquimicos para varias especies de lepidépteros, encontrandose en algunos casos
de manera simultanea los dos 4cidos grasos como semioquimicos de una misma especie. El 4cido oleico
ha sido identificado como uno de los constituyentes de la feromona sexual producida por hembras de
Telchin licus Drury, 1773 (=Castnia licus) (Lepidoptera: Castniidae)."”” También se ha reportado como
cairomona en darboles de almendros, pistachos y nueces, ya que atrae y estimula la oviposicién del
insecto-plaga Amyelois transitella Walker 1863 (Lepidoptera: Pyralidae)."”® Por su parte, el d4cido palmitico
ha sido identificado en extractos de gldndulas androconiales de abdomen, alas y penachos de machos de
siete especies del género Amauris (Lepidoptera: Danaidae), mostrando actividad como feromona
sexual."® En el caso de la especie Eldana saccharina Walker, 1865 (Lepidoptera: Pyralidae), se
encontraron acido palmitico y oleico como constituyentes de la feromona sexual producida por el
macho."”” En otro estudio, se reporté que la polilla parasitica de abejas Acherontia atropos Linnaeus, 1758
(Lepidoptera: Sphingidae) produce 4cido oleico y palmitico para camuflarse y lograr entrar en los
panales sin ser detectada por las abejas obreras, mostrando la accién de estos compuestos como
alomonas."® En el caso de la especie O. cassina, al encontrarse presentes tanto en muestras de hembras
como de machos, es posible que estos 2 VOCs actlien como aleloquimicos mediando la comunicacion
con otras especies presentes en el cultivo de palma de aceite.

Al analizar las muestras de extraccion por head-space, se observa en general, un menor nimero de VOCs
respecto a los obtenidos por extraccién directa; en los extractos obtenidos por HSD solo se detectd un
VOC, el compuesto 4, presente exclusivamente en machos (Tabla 3.2 y Figura 3.7).

Tabla 3.2. VOCs detectados en muestras de extraccion por HSD de adultos de Opsiphanes cassina por CG-EM, bajo
condiciones de laboratorio. *

IR Porapak - Hexano
No. Compuesto Fuente -
Exp | Lit/Std M H
1 (E)-B-Ocimeno EM 1043 | 1050
2 (E)-B-Farneseno EM 1451 | 1458
3 Vainillina Std 1404 | 1399
4 (E)-Nerolidol Std 1563 | 1575 X
5 (2)-7-Heptadeceno Std 1675 | 1673
6 Acido palmitico EM | 1963 | 1984
7 Acido oléico EM |2148| 2144

*La X indica que el compuesto fue detectado en esa muestra. En Fuente, Std=identificado con base en el indice de
retencion y el espectro de masas con un patrén de referencia, EM=detectado y propuesto de acuerdo con el indice
de retencién y el espectro de masas reportado en la literatura; IR=indice de retencién, Exp= IR experimental, Lit=
IR reportado en Pherobase' con la misma columna, Std= IR del patrén; M=machos, H=hembras.
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Figura 3.7. Cromatogramas de iones totales (TIC) de los VOCs detectados por extraccién por HSD con Porapak-
Hexano en muestras de machos (3) y hembras () adultos de Opsiphanes cassina en una columna HP-5. Los nlimeros
corresponden con los de la Tabla 3.2. EL * indica que el compuesto solo se encuentra en muestras de machos.

Por su parte, en las muestras de HS-MEFS se detectaron los compuestos 1y 4, encontrando que el VOC
1 sélo fue extraido por ese método y se encuentra tanto en muestras de machos como de hembras,
mientras que el VOC 4, al igual que en las otras extracciones se detecté como macho-especifico (Tabla
3.3 y Figura 3.8).

Tabla 3.3. VOCs detectados en muestras de extraccion por HS-MEFS de adultos de Opsiphanes cassina por CG-EM,
bajo condiciones de laboratorio.

IR DVB/CWR/PDMS
No. Compuesto Fuente -
Exp | Lit/Std M H

1 (E)-B-Ocimeno EM 1043 | 1050 X X
2 (E)-B-Farneseno EM 1451 | 1458

3 Vainillina Std 1404 | 1399

4 (E)-Nerolidol Std 1563 | 1575 X

5 (2)-7-Heptadeceno Std 1675 | 1673

6 Acido palmitico EM | 1963 | 1984

7 Acido oléico EM 2148 | 2144

La X indica que el compuesto fue detectado en esa muestra. En Fuente: Std=identificado con base en el indice de
retencion y el espectro de masas con un patrén de referencia, EM=detectado y propuesto de acuerdo con el indice
de retencién y el espectro de masas reportado en la literatura; IR=indice de retencién, Exp= IR experimental, Lit=
IR reportado en Pherobase'® con la misma columna, Std= IR del patrén; M=machos, H=hembras.
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Figura 3.8. Cromatogramas de iones totales (TIC) de los VOCs detectados por extraccion por HS-MEFS en
muestras de machos (&) y hembras () adultos de Opsiphanes cassina en una columna HP-5. Los ndmeros
corresponden con los de la Tabla 3.3. EL * indica que el compuesto solo se encuentra en muestras de machos.

EL VOC 1 fue identificado tentativamente como (E)-B-ocimeno. Este monoterpeno ha sido reportado
ampliamente en la fraccién volatil de varias especies de plantas, siendo liberado por las hojas en
respuesta a la alimentacion de insectos o por las flores para atraer polinizadores.'"'® Igualmente, se ha
reportado como semioquimico de diferentes insectos, entre ellos [lama la atencién el estudio realizado
sobre la especie Heliconius melpomene Linnaeus, 1758 (Lepidoptera: Nymphalidae: Heliconiinae), donde
se encontré que las glandulas odoriferas abdominales de los machos contenian (E)-B-ocimeno, indicando
que posiblemente actuaba como componente de la feromona sexual. Sin embargo, al realizar estudios
comportamentales los autores determinaron que este compuesto realmente actuaba como feromona
antiafrodisiaca, ya que es transferido a las hembras durante la cépula, generando que las hembras
apareadas no fueran atractivas para el cortejo con otros machos.'® Por otro lado, este compuesto fue
reportado en muestras de machos y hembras de Opsiphanes invirae (Hibner, 1818) (Lepidoptera:
Nymphalidae: Satyrinae), especie que pertenece al mismo género que O. cassina y que también es insecto-
plaga de la palma de aceite;? sin embargo, en ese reporte no se establecié ninguna funcién para este
VOC, ya que en evaluaciones de CG-FID-EAG no generé respuesta en antenas de las hembras.?

Al comparar los resultados obtenidos por las tres metodologias de extraccién empleadas (Tabla 3.4), se
determind que, de los siete VOCs detectados, cuatro lo fueron solamente en muestras de machos.
Igualmente, se observd que, a través de la extraccion directa con solvente, se obtuvo no solo el mayor
nimero de compuestos, sino que ademas fue la Gnica metodologia con la que se detectaron todos los
VOCs macho-especificos. Esto se debe a que en esta técnica la cantidad que logra extraerse es
sustancialmente mayor a la que se obtiene con las técnicas de head-space, sin embargo, es importante
considerar que la proporcién de compuestos en los extractos de glandulas puede ser sustancialmente
diferente de su representacion relativa en la feromona transportada por el aire, que es la sefial quimica
real que el insecto receptor percibe naturalmente,'® por lo que la informacién obtenida por HS resulta
igualmente importante. En este caso, los resultados de las muestras de HS-MEFS y HSD permitieron

confirmar que el VOC 4, es el compuesto macho-especifico mayoritario.
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Tabla 3.4. VOCs liberados por adultos de Opsiphanes cassina extraidos mediante HS-MEFS, HSD y extraccidn directa
con solvente bajo condiciones de laboratorio. *

R Metodologfa de extraccién
Directa con solvente HSD HS-MEFS
No. Compuesto Hexano Diclorometano Porapak - | DVB/CWR
Exp | Lit/Std Alas Abdomen Alas Abdomen Hexano [PDMS
M H M H M H M H M H M H
1 (E)-B-Ocimeno 1043 1050 - - - - - - - - - - + +
2 (E)-B-Farneseno 1451 1458 + - - - - - - - - - - -
3 Vainillina 1404 1399 - - - - ++ - ++
4 (E)-Nerolidol 1563 1575 ot - ++ - et | - | A |- + - +
5 (2)-7-Heptadeceno | 1675 1673 + - - - - - - - - -
6 Acido palmitico 1963 1984 T I I i
7 Acido oléico 2148 2144 e B B B - - - - - - - -
*|R=indice de retencidn, Exp= IR experimental Lit= IR reportado en Pherobase'® con la misma columna, Std= IR del
patron; M=machos, H=hembras; Cantidad relativa calculada a partir del area del pico por CG-EM (%): - = No

detectado, + < 5%, ++entre 5- 10 %, + + + entre 10 - 15 %, ++++ >15 %.

En cuanto a los VOCs especificos de la especie, fue posible detectar e identificar tres compuestos, que
posiblemente hacen parte de la feromona sexual liberada por machos adultos de O. cassina: la vainillina
(3), el (E)-nerolidol (4) y el (Z)-heptadeceno (5). Adicionalmente, el (E)-B-farneseno (2) también fue
detectado como VOC macho-especifico, sin embargo, en el presente estudio solo se realizé una
identificacion tentativa. Los cuatros compuestos mencionados previamente, han sido reportados como
de origen natural, en plantas y/o animales. A continuacion, se profundizara en el analisis para la
identificacion de los VOCs 3,4 y 5.

(E)-Nerolidol (4)

EL VOC 4, que corresponde al compuesto mayoritario, se identificé como el sesquiterpeno (E)-
nerolidol. En el espectro por IE a 70 eV (Figura 3.9), se alcanza a observar el pico de ion
molecular [M]* en m/z 222 que coincide con el peso molecular de este sesquiterpeno. La sefal
en m/z 204 concuerda con el fragmento [M - HOHJ", caracteristico de la pérdida de agua en un
alcohol terciario por medio de una trasposicién 1,4 de hidrégeno, mientras que el ion fragmento
en m/z 189 es el producto de la pérdida de un grupo metilo a partir del ion fragmento m/z 204
[(M - HOH)" - CHs]". En m/z 69 se observa un pico base caracteristico de la fragmentacion de
sesquiterpenos, que corresponde el grupo isoprenil [-CH,CHC(CHs),]*. El nerolidol es un
sesquiterpeno presente en el aceite esencial de la parte aérea de muchas plantas aromaticas y
presenta una amplia gama de actividades bioldgicas.' El isémero trans (E) se ha identificado
como cairomona en cuatro plantas hospederas (Lycopersicon esculentum, Capiscum annuum, Datura
wrightii, Proboscidea parviflora) de la especie Manduca sexta (Linnaeus, 1763) (Lepidoptera:
Sphingidae)."® Por su parte, el isémero cis (Z) ha sido identificado como cairomona de plantas
de arroz (Oryza sativa), actuando como atrayente de dos especies simpétricas que atacan el
cultivo Cnaphalocrocis medinalis (Guenée, 1854) y Marasmia patnalis Bradley, 1981 (Lepidoptera:
Pyralidae)."® En cuanto a reportes como feromona de lepiddpteros, se encuentra el estudio de
la especie O. invirae, que también es insecto-plaga de la palma de aceite. En ese reporte se
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encontro que el (E)-nerolidol es uno de los VOCs que constituye la feromona sexual que produce
el macho ya que en los ensayos de EAG fue detectado por la antenas de las hembrasy en pruebas
de campo generé una captura eficiente de adultos en combinacién con cebos alimenticios.? Es
importante mencionar que el (E)-nerolidol presenta dos estereoisémeros, para determinar cudl
de ellos (o siambos), es liberado por los machos de esta especie debe realizarse posteriormente
un andlisis con una columna quiral.'®®
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Figura 3.9. Espectro de masas por IE a 70 eV del compuesto macho-especifico (E)-nerolidol (4) liberado por
Opsiphanes cassina.

Respecto a cémo el insecto produce el (E)-nerolidol al considerar las rutas biosintéticas que se
han reportado para los lepidépteros no serfa posible proponer la biosintesis endégena, sino que
se sugiere que el insecto debe tomar de la planta hospedera el compuesto o un precursor
presente en ella. Existen importantes discusiones en torno a la posibilidad de que los insectos
pueden usar compuestos obtenidos directamente de la planta huésped como fuente de
feromonas. En una revisién reciente, se reporta que hay tres formas en que la dieta puede
contribuir a las diferencias cuantitativas y/o cualitativas en una sefial quimica."® En primer
lugar, la produccién de feromonas puede verse influenciada por la calidad de la dieta y la
acumulaciéon de macro o micro nutrientes.'®'' En estos casos, los individuos que consumen
una dieta de alta calidad generalmente aumentan la produccién de feromonas, lo que genera
una sefial mas llamativa y/o atractiva.'®? En segundo lugar, los componentes de la feromona que
no se pueden sintetizar completamente por via enddgena, se obtendran de fuentes dietéticas y
luego serdn transformadas o incorporadas directamente a la feromona.’®® Estos componentes
se denominan precursores, y la produccién de una feromona dependerd principalmente, si no
totalmente, de la dieta (es decir, sin la obtencién dietética del precursor de feromonas, la
produccién de sus sustituyentes sera limitada o no estara disponible).'* Por dltimo, la dieta
puede influir mas directamente en el perfil de la feromona o la mezcla distintiva, determinando
los VOCs presentes y sus relaciones relativas, lo que puede tener consecuencias para los
sistemas de reconocimiento que se basan en el emparejamiento de fenotipos o los mecanismos
de autorreferencia.'® Es importante considerar, ademas, que las sefiales quimicas producidas
por las plantas, que tienen un efecto sobre el comportamiento de los insectos, se basan en el
mismo principio que las feromonas. Los insectos responden a una mezcla especifica de
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concentraciones y proporciones definidas, las cuales evolucionan con el desarrollo de la planta
y la periodicidad diaria. Esto implica que, por ejemplo, los VOCs (o proporcién) que produce la
planta huésped en la etapa de germinacion son distintos a los producidos en la etapa de
floracion. En este sentido, las diferentes fases de desarrollo de la planta pueden actuar de forma
distinta sobre el comportamiento de los insectos, regulando funciones como la ubicacién del
huésped, el apareamiento y la oviposicion.'® Adicionalmente, otros factores ambientales que
pueden influir en las sefiales quimicas incluyen la temperatura, la humedad y la presién
barométrica al igual que las influencias especificas de la poblacién, como la densidad.'”1981%?

Al realizar la comparacién de los perfiles cromatograficos de los VOCs liberados por los adultos
en presencia y ausencia de hojas de la planta hospedera, se encontré que el (E)-nerolidol, no se
detect6 en la muestra con foliolos de la palma de aceite, sino que solo estaba presente en la de
los machos o esta en cantidades por debajo del limite de deteccién analitico empleado (Figura
3.10). Si bien estos resultados sugieren que el insecto no obtiene directamente el compuesto
de la planta hospedera, es posible que tome un precursor para sintetizar la sefial quimica.

a4* Foliolos de palma
/ de aceite
(E)-Nerolidol
\- OH
~ ~

#

Figura 3.10. Cromatogramas de iones totales (TIC) de los VOCs liberados por machos (&) y hembras () adultos
de cria de Opsiphanes cassina en presencia de foliolos de palma de aceite, en una columna HP-5. Los nimeros
corresponden con los de la Tabla 3.4.
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Este fendmeno, donde se presume que el insecto usa como precursores de su feromona algunos
de los componentes producidos por la planta hospedera, ha sido observado en varias especies
de lepiddpteros, entre ellas, en otra plaga de palmas, la especie Paysandisia archon (Burmeister,
1880) (Lepidoptera, Castniidae). Este insecto pertenece a una familia que presenta algunos
aspectos ecoldgicos que llaman la atencidn, pues aunque se encuentra filogenéticamente
asignado como polilla, presenta habitos y caracteristicas similares a las mariposas, entre ellos
el hecho de que los machos sean los responsables de realizar el llamado para atraer a las
hembras, combinando comportamientos de cortejo con la liberacion de feromonas.?®**°" EL
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estudio sobre la feromona de P. archon, llevé a la identificacidén de tres VOCs macho-especificos
el (Z,E)-farnesal, el isémero E,E correspondiente y el (E,Z)-2,13-octadecadienol, los cuales
provocaron respuestas significativas de GC-EAD en antenas de hembras.”' Los farnesales se
encontraron Unicamente en las alas anteriores y posteriores de los machos y solo generaron
respuesta en antenas de hembras. Por su parte, el dienol fue detectado en secciones glandulares
presentes en las patas de los machos, pero desencadend respuestas significativas tanto en
antenas de hembras como de machos.®' En este caso, tampoco fue posible proponer la
biosintesis total de los farnesales por parte del insecto, por lo que también se sugiere que existe
una fuerte influencia de la planta hospedera sobre la sefializacién quimica de la especie. Al
revisar los reportes sobre los VOCs presentes en hojas de especies de palmas (familia
Aracaceae), se encuentran monoterpenos como a- y B-pineno, 3-careno, limoneno, linalool, B-
ocimeno y terpinoleno, al igual que los sesquiterpenos a-farneseno y farnesol.”®* Teniendo en
cuenta lo anterior, serfa posible sugerir que los insectos durante el estadio larval toman y
almacenan algunos de estos compuestos y posteriormente los adultos los usan como
precursores para la produccién de algunos de los VOCs que median su conducta sexual.' Es
importante notar que especies de familias filogenéticamente distantes (Nymphalidae y
Castniidae) al estar asociadas a plantas hospederas de la misma familia, presentan
caracteristicas estructurales similares en algunos de los componentes de sus semioquimicos.

Vainillina (3)

EL VOC 3 fue identificado como el aldehido fendlico vainillina. En el espectro de masas por IE a
70 eV (Figura 3.11) se observa el pico de ion molecular m/z 152, que coincide con el peso
molecular. A su vez los picos en m/z 151 y m/z 123 coinciden con la pérdida de H y CO,
respectivamente, las cuales son caracteristicas para aldehidos. La vainillina (4-hidroxi-3-
metoxibenzaldehido) no solo es una molécula importante en el sector de sabores y aromas, sino
que ademas es de interés debido a su relacion biogenética con la ruta de los fenilpropanoides
en plantas y con otras moléculas de importancia fisiolégica en la naturaleza.*®® Adicionalmente,
se le ha reportado actividad como atrayente para insectos de los 6rdenes Coleoptera,
Heteroptera, Hymenoptera y Lepidoptera. Aunque la estructura de este compuesto no coindice
con las rutas de biosintesis reportadas para VOCs producidos por lepidépteros, ha sido
reportado como feromona para algunas especies de la familia Pyralidae (Lepidoptera), entre
ellas Tirathaba mundella Walker, 1864, insecto que también es plaga de la palma de aceite. La
vainillina junto con el (3S,65)-2,2,6-trimetil-6-viniltetrahidro-piran-3-ol fueron detectados en
muestras de extraccion directa de alas de machos, y al ser evaluados en campo generaron una

atraccion significativa de hembras.?®*


https://www.pherobase.com/database/species/species-Tirathaba-mundella.php
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Figura 3.11. Espectro de masas por IE a 70 eV del compuesto macho-especifico vainillina (3) liberado por
Opsiphanes cassina.

(2)-7-Heptadeceno (5)

EL VOC 5 fue identificado como el hidrocarburo monoinsaturado (Z)-7-heptadeceno. En el
espectro de masas por IE a 70 eV (Figura 3.12), se presenta el pico de ion molecular en m/z
238, e igualmente se observan picos separados por 14 unidades de masa que representan la
pérdida de (CH>). (por ejemplo, m/z 97 — m/z 83 — m/z 69 — m/z 55), caracteristicos de
cadenas de hidrocarburos monoinsaturados con mds de 15 unidades de carbono. Este tipo de
compuestos ha sido reportado como feromona tipo | en lepidopteros y se propone que se
producen por biosintesis de acidos grasos saturados a partir de la Acetil coenzima A, seguida de
modificacién de cadena mediante desaturacion.'?*'#2* E| (2)-7-Heptadeceno ha sido reportado
como parte del perfil volatil de algunas especies de algas marinas y como feromona de algunas
especies de acaros.?*>?° Adicionalmente, fue reportado como VOC macho-especifico en el
estudio de la feromona sexual de O. invirae, especie que, como se menciond anteriormente,
también es plaga de la palma de aceite y al realizar la evaluacién por EAG, el compuesto generd
respuesta positiva en las antenas de las hembras y en prueba de campo altas capturas de adultos
en combinacién con cebos alimenticios.?
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Figura 3.12. Espectro de masas por IE a 70 eV del compuesto macho-especifico (Z)-7-heptadeceno (5) liberado
por Opsiphanes cassina.

Por su parte, en cuanto a reportes para el (E)-B-farneseno (2), este sesquiterpeno ha sido
identificado en secreciones de larvas de lepidépteros de la familia Papilionidae, actuando como
mecanismo de defensa contra depredadores.?” También ha sido reportado como cairomona de
la polilla de la manzana Cydia pomonella Linnaeus, 1758 (Lepidoptera: Tortricidae), encontrando
en ensayos de tlnel de viento que mejora la respuesta de los machos hacia la feromona
producida por la hembra.*® Adicionalmente, este VOC también fue identificado como
constituyente de la feromona sexual macho-especifica de O. invirae, junto al (E)-Nerolidol y al
(2)-7-Heptadeceno.?

Se ha reportado que la proporcion de los componentes en las feromonas de los insectos puede variar
drasticamente dentro de poblaciones de la misma especie, especialmente en aquellas con amplios
rangos de distribucién. Esta disimilitud geografica puede tener una base genética o deberse procesos de
selecciéon natural o sexual; sin embargo, la base evolutiva de tal divergencia adin no esta clara.?%®?"°
Debido a que tanto la composicion quimica de la mezcla de feromonas como la proporcién de los
componentes es crucial para la respuesta del insecto receptor, y que muchos lepidépteros-plaga
presentan una amplia distribucién, es importante evaluar el factor geografico.?'"?'>2"* Como ejemplo, en
un estudio realizado sobre el insecto-plaga del cultivo de la granada Ectomyelois ceratoniae (Zeller, 1839)
(Lepidoptera: Pyralidae) en Irdn, se observé que la feromona sexual producida por la hembra presenta
variacion en la proporcién de los 3 componentes que la constituyen ((Z,E)-9,11,13-tetradecatrienal, (Z,
E)-9,11-tetradecadienal y (2)-9-tetradecenal), en poblaciones de adultos de 10 ciudades de diferentes
provincias. Las proporciones encontradas fueron 10: 2,5: 2,1 (trienal: dienal: monoenal) en Kuhdasht,
10: 1,3: 0,7 en Tarom, 10: 1,3: 0,5 en Bajestan, 10: 1,2: 1 en Sorkheh, 10: 1,1: 0,9 en Ferdows, 10:0,9:1
en Neyriz, 10:0,9:0,9 en Khash y Meybod, 10:0,9:1,4 en Saveh, 10:0,5:1 en Behshahr, y 10:0,45:0,43 en
Shahrreza.?™ En el mismo estudio se evalué la respuesta de los adultos en un tinel de viento,
observando que los machos preferian a las hembras de la misma area respecto a hembras de otras
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regiones geograficas, indicando que para esta especie existe una variacién intraespecifica en la

feromona tanto en el emisor como en el receptor de la sefal.

En el caso de O. cassina, este insecto-plaga se encuentra tanto en la zona Oriental (departamento del
Meta) como en la zona Sur Occidental (departamento de Narifio) de cultivos de palma de aceite en
Colombia; estas locaciones ademds de presentar diferencias en las condiciones ambientales, presentan
diferentes variedades de siembra. En el caso de la zona Oriental, la mayoria de cultivos corresponden a
siembras de Elaeis guineensis, mientras que en la zona Sur Occidental se presentan principalmente
hibridos interespecificos OxG. Para realizar una aproximacion al efecto que puede tener la ubicacién
geografica en el perfil de los VOCs emitidos por adultos de O. cassina, se compararon los perfiles
cromatograficos de muestras de extraccion directa obtenidas de adultos de ambas zonas palmeras. En
este ensayo, en las muestras de hexano, para ambas poblaciones solo se detecté como VOC macho-
especifico el (E)-nerolidol, encontrando que se presenta en mayor concentracion en muestras de machos
de zona Oriental, respecto a los de la zona Sur Occidental (Figura 3.13). Por su parte, al comparar las
muestras de diclorometano, se detectd tanto (E)-nerolidol como vainillina (Figura 3.13), encontrando
que en la poblacién de zona Oriental hay una mayor proporcién®* de (E)-nerolidol (89,8 %), mientras
que en la poblacién de zona Sur Occidental, el VOC que se encuentra en mayor proporcion es la vainillina
(61,1 %). Estos resultados sugieren que existe una variacion geogréfica en la proporciéon de componentes
de la feromona sexual emitida por machos adultos de O. cassina.

HEXANO DICLOROMETANO
d d Zona Oriental Zona Sur Occidental
Zona Oriental Zona Sur Occidental
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Figura 3.13. Cromatogramas de iones totales (TIC) de los VOCs presentes en muestras de extraccién directa de
alas con hexano y diclorometano de machos de Opsiphanes cassina de dos poblaciones geogréficas diferentes en una
columna HP-5.

2* Las proporciones de los compuestos se calcularon a partir de las dreas de los picos de los cromatogramas de
iones totales (TIC), de modo que el total de las dreas de los picos de interés fue igual al 100 %.
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Entre los mayores desafios de las ciencias naturales modernas, se encuentra la integracién de enfoques
multidisciplinarios para comprender la complejidad organizativa y funcional de los sistemas bioldgicos
en diferentes jerarquias, desde los mecanismos moleculares subcelulares (microscépicos) hasta las
interacciones funcionales de las comunidades ecoldgicas (macroscépicas).?’® La interaccién planta-
insecto es un buen modelo para este propésito, ya que dispone de una enorme cantidad de informacién
y estudios a nivel molecular y ecosistémico. Entre ellos, las investigaciones sobre las sefiales quimicas
de los insectos que se alimentan de plantas son de especial interés porque muchos herbivoros utilizan
metabolitos secundarios (aleloquimjcos) que las plantas producen como defensas antiherbivoros, para
regular comportamientos tan importantes como el apareamiento.?'® Esta capacidad de los insectos para
secuestrar las defensas de las plantas para su propio beneficio, es uno de los ejemplos mas interesantes
de interacciones tréficas en la naturaleza, que demuestran como la adaptabilidad desencadena un
desarrollo coevolutivo.”’” En este escenario, no se puede olvidar que la sefializacion sexual en estos
artrépodos exhibe a su vez, una alta plasticidad fenotipica, lo que hace que los comportamientos
mediados por semioquimicos sean también altamente susceptibles a cambios a las condiciones del
entorno, incluyendo factores ambientales bidticos y/o abidticos, o a cambios en la ubicacién geografica
o la densidad poblacional, que pueden inducir variaciones interespecificas.”'**'®* Pese a ello, y aun
cuando exista una fuerte influencia de variables exdgenas, la composicién de la mezcla que constituye
una feromona es especifica de la especie en una poblacién dada, lo que la convierte en una fuerza
importante en el aislamiento reproductivo y la especiacion. Por esto, la identificacion de las estructuras
quimicas y la composicién de las mezclas de feromonas es la base para comprender la comunicacién

quimicay su papel en la evolucién de la ecologia.”™

3.3. Conclusiones

= Por primera vez se identificaron los compuestos organicos voldtiles vainillina, (E)-nerolidol y
(2)-7-heptadeceno en macho adultos de O. cassina, insecto-plaga del cultivo de palma de aceite.
Estos VOCs podrian mediar la comunicacién quimica de los adultos y actuar como
semioquimicos de la especie, especificamente como componentes de su feromona sexual.

» A partir de la evaluacién de tres metodologias de extraccion, se establecid que la extraccion
directa con solvente permitié detectar los tres VOCs macho-especificos identificados.

» A través de las tres metodologias de extraccién evaluadas fue posible confirmar que el (E)-
Nerolidol es el compuesto mayoritario liberado por los machos de O. cassina.

= Los tres VOCs macho-especificos fueron identificados en extractos obtenidos en el horario
crepuscular, lo que podria indicar que la liberacién de la feromona se da como parte de la
conducta de llamado de los machos.

= Seestablecid que la ubicacion geogriéfica de los cultivos de palma de aceite de donde provienen
los insectos, podria influir en la proporcién de los VOCs liberados por los machos adultos de O.
cassina.



Capitulo 4. Evaluacion de la respuesta de adultos
de Opsiphanes cassina frente a los VOCs macho-
especificos identificados

La deteccion de compuestos quimicos presentes en el ambiente y el posterior procesamiento de la
informacién subyacente, es probablemente la forma mas antigua que tiene un ser vivo para percibir el
mundo exterior y establecer con otros organismos diferentes niveles de interaccién.??® En el caso de la
comunicacién intraespecifica en insectos, la efectividad con la que un estimulo olfativo transmite
informacion entre dos individuos, dependera, entre varios factores, de que exista un receptor capaz de
detectary diferenciar la sefial recibida y de que posteriormente se desencadene una respuesta, fisioldgica
y/o conductual, en el organismo.?’

En este capitulo se presentan los resultados de la evaluacién preliminar de la respuesta de los adultos
de O. cassina frente a los tres VOCs identificados como macho-especificos de la especie en el capitulo 3,
bajo condiciones de laboratorio. Primero se presenta la evaluacién electrofisiolégica y luego, las

respuestas de comportamiento a través del empleo de ttnel de viento.

4.1. Metodologia
4.1.1. Insectos

Para evaluar la respuesta de los adultos de O. cassina se obtuvieron insectos de cultivos comerciales de
Puerto Gaitdn, Meta (Plantacion Sepropal, 4°16'02"'N71°58'58"'W) y del campo experimental Palmar
de las Corocoras, Paratebueno, Cundicamarca (4°22'5.5"N73°10'16.9""W), que fueron colectados
durante el mes de noviembre de 2022 y fueron trasladados al laboratorio en Bogota. Las pupas y adultos
se mantuvieron bajo condiciones de laboratorio, como se indica en la seccién 2.2.1. del Capitulo 2.

4.1.2. Evaluacién de la respuesta de adultos de O. cassina

La evaluacién de la respuesta electrofisioldgica y conductual de los adultos de O. cassina frente a los
diferentes estimulos olfativos fue realizada en el Laboratorio de Entomologfa del Centro de Investigacién
Tibaitatad de Agrosavia — Corporacién Colombiana de Investigacion Agropecuaria. A continuacién, se
describe la metodologia empleada para cada caso.
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4.1.2.1.

Evaluacion de la respuesta electrofisioldgica de adultos de O. cassina

Para la evaluacién de la respuesta de hembras y machos adultos de O. cassina (de 9 a 10 dias de
edad), las antenas se extirparon cuidadosamente de la cabeza de los insectos con ayuda de
microtijeras y se observaron en el estereoscopio. Para realizar las medidas de EAG, se empled
un electroantendégrafo marca Syntech y un electrodo tipo tenedor de plata donde la base de la
antena se conecté al electrodo de referencia, mientras que la punta, de la que se cortaron
algunos segmentos distales para lograr un mejor contacto, se conectd al electrodo de trabajo y
se uso6 un gel eléctricamente conductor (Sigma Gel, Parker Laboratories, Fairfield, NJ, Estados
Unidos) para cubrir los extremos en cada electrodo.? Para evaluar la respuesta de las antenas,
se impregnaron rectangulos de papel de filtro (0,5 x 2,0 cm) con 10 ulL de los tratamientos
definidos en la Tabla 4.1 y posteriormente se insertados en una pipeta Pasteur de vidrio. Esta
pipeta se conecté al sistema generador de pulsos (StimulusController, Tipo CS-55, Syntech),
donde el pulso “puff’ que enviaba el estimulo era mantenido durante 0,5 s, con una corriente
principal de aire humidificado continua (600 mL/min), usando un generador de flujo de aire
controlado eléctricamente (CS-05, Syntech, Alemania). La sefal EAG registrada con los
electrodos era amplificada con un preamplificador de alta impedancia de entrada (Syntech,
Hilversum, Paises Bajos) y luego era analizada un sistema de procesamiento de sefial basado en
PC (IDAC-2, Syntech, Alemania) y un software de visualizacién (GC-EAD 2014 v1.2.5, Syntech,
Alemania) (Figura 4.1).2%2 Para determinar por cudnto tiempo era posible emplear la antena
viva, se evalud el cambio en la despolarizacién de las antenas a intervalos de 5 min durante 20
min, usando como estimulo el componente macho-especifico identificado como mayoritario
(nerolidol).?® Posteriormente, los estimulos se evaluaron sobre antenas de ambos sexos de O.
cassina donde cada antena probada recibié estimulos de todos los tratamientos
secuencialmente, dejando al menos 30 segundos entre estimulaciones sucesivas. Los datos se
analizaron siguiendo un modelo ANOVA y una prueba de comparaciones multiples de Tukey
empleando el estadistico T como criterio de rechazo de la hipdtesis nula (Ho:no existe diferencia
significativa entre las medias de los grupos evaluados).

Tabla 4.1. Estimulos olfativos evaluados sobre adultos de Opsiphanes cassina por EAG.

Como se
individua
cuales se

Estimulo Concentracion

Hexano y diclorometano (controles -) -

Extracto de alas de machos en hexano 15 adultos / 50 pL
Extracto de abdomen de machos en hexano 15 adultos / 50 pL
Extracto de alas de machos en diclorometano 15 adultos / 50 pL
Extracto de abdomen de machos en diclorometano 15 adultos / 50 uL
Nerolidol (Mezcla isémeros E:Z relacién 1:1) 1 ug/ul
(2)-7-Heptadeceno 1 ug/uL
Vainillina 1 ug/ul

observa, se seleccionaron como estimulos olfativos para los ensayos por EAG, ademas de los compuestos
les, las muestras obtenidas a través de la metodologia de extraccién directa con solvente, a partir de las
detectaron e identificaron los tres VOCs macho-especificos.
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Figura 4.1. Montaje del sistema de electroantenografia empleado para la evaluacién de la respuesta
electrofisiolégica de adultos de Opsiphanes cassina.

4.1.2.2. Evaluacién de la respuesta comportamental de adultos de O. cassina

Las respuestas comportamentales de los adultos de O. cassina frente a los diferentes estimulos
olfativos fueron evaluadas empleando un tinel de viento FDR 55 Fischbach Luft- und
Ventilatorentechnik GmbH (Neunkirchen, Alemania). El equipo consistfa en un tdnel de acrilico
inoloro (200 cm de largo x 65 cm de ancho x 65 cm de alto) acoplado a un sistema de filtros,
ventilacion y extraccion. El flujo de aire era producido por una bomba de succién y purificado a
través de un filtro de carbdn activado. La velocidad del flujo de aire fue fijada a través de un
anemoémetro, y el aire de salida era expulsado hacia el exterior. La cdmara de vuelo estaba
separada de la cdmara de barlovento por una malla de alambre fino con una malla de alambre
adicional en el otro extremo. Los estimulos olfativos fueron colocados dentro del tinel de
viento frente al extremo de entrada de aire, mientras que, los insectos receptores eran colocados
al final del tdnel (Figura 4.2).

P ——
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b o e

Direccion
del flujode
aire

Precamara del
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Figura 4.2. Montaje tinel de viento empleado para la evaluacién de la respuesta comportamental de adultos de
Opsiphanes cassina.
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Cuando se emplearon machos como estimulo (control positivo), estos eran colocados en la
precamara del tdnel. Los ensayos fueron realizados en condiciones controladas de temperatura
(24 £ 2 °C), humedad relativa (68 £ 5 %), fotoperiodo (12h luz: 12h oscuridad) y flujo de aire
(50 - 55 cm/s). Los insectos a evaluar se mantuvieron en un cuarto libre de olor bajo las
condiciones previamente descritas, usando como fuente de alimento agua con aztcar. Dos horas
antes de cada bioensayo fueron colocados en cajas plasticas y se privaron de alimentacién. Los
bioensayos fueron realizados durante las 2-5 primeras horas de la escotofase. Se empleé una
luz roja atenuada para la observacién de los experimentos, con el fin de no interferir con el
comportamiento de los insectos. Para colocar la fuente de olor en cada ensayo, se utilizé un
cuadrado de papel filtro (3 cm x 3 cm) donde se colocaba la alicuota de las soluciones de los
compuestos a evaluar. Fueron evaluados los tres VOCs identificados como macho-especificos
(nerolidol, vainillina y (2)-7-heptadeceno) a diferentes dosis (Tabla 4.2).

Tabla 4.2. Estimulos olfativos evaluados sobre adultos de Opsiphanes cassina en tinel de viento.

Estfmulo Dosis
Hexano (Control -) -
Diclorometano (Control -) -
Machos (Control +) -
10 ug
Nerolidol (Mezcla de isémeros E:Z relacién 100 pug
1:1) (solucién Tug/plL en hexano) 1000 ug
100 pL (puro)
(2)-7-Heptadeceno (solucién Tpg/uL en 1018
hexano) 100 kg
1000 pg
10 pg
Vainillina (solucién Tpg/uL en diclorometano) 100 pg
1000 pg

Antes de iniciar el ensayo, los papeles impregnados con las soluciones de los compuestos se
dejaron evaporar por 10 segundos. En cada evaluacién los insectos eran observados por un
tiempo maximo de 15 min. Los adultos receptores tenian edades entre 1y 11 dias. Las
observaciones se categorizaron en cuatro respuestas de comportamiento descritas a
continuacién y esquematizadas en la Figura 4.3.224%

I. No moverse de la zona de salida.
I1. Despegar de la zona de salida aterrizando a mas de 30 cm del estimulo olfativo.

[11. Realizar desplazamiento orientado hacia el estimulo olfativo aterrizando dentro de
un radio de 30 cm a de la fuente.

IV. Realizar desplazamiento orientado hacia el estimulo olfativo aterrizando en la
fuente.
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Figura 4.3. Esquema de las respuestas de comportamiento consideradas en la evaluacién en tdnel de viento.
4.2. Resultados y discusion
4.2.1. Evaluacién de la respuesta electrofisiolégica de adultos de O. cassina

Las observaciones de las antenas de adultos de O. cassina en el estereoscopio, mostraron una morfologfa

clavada o tipo maza, es decir, que los segmentos distales del flagelo, son mucho mas gruesos que los

226

segmentos mas basales y al igual que para muchas especies de la familia Nymphalidae,**® no hay

dimorfismo sexual (Figura 4.4).

Pedicelo |

Escapo Flagelo

Figura 4.4. Morfologia de antenas de adultos de Opsiphanes cassina. Fotos: J. Bustos.

Como se menciond en el Capitulo 1, seccidén 1.2.1.2., el potencial negativo de las reacciones eléctricas
de las dendritas en las células olfativas corresponde a la despolarizacion de la membrana del receptor.
Se ha encontrado que la amplitud de la respuesta registrada en EAG, que se correlaciona con la frecuencia
de los impulsos nerviosos generados, aumenta con concentraciones crecientes de un estimulo quimico,
y es sensible durante un periodo de tiempo, hasta que se alcanza un nivel de saturacién.?”’ Para
determinar por cuanto tiempo era posible emplear las antenas de O. cassina, se evaluo la respuesta frente
al VOC mayoritario, debido a que ensayos preliminares fue el que generé una mayor despolarizacion en
las antenas de las hembras (Figura 4.5). Luego de evaluar la respuesta de las antenas durante 20 min
(Figura 4.6), se determind que estas podrian ser empleadas hasta por 10 min luego de ser cortadas del
insecto, ya que, para las cuatro antenas evaluadas, no hubo diferencias significativas entre las respuestas
registradas a los 0, 5y 10 min (Figura 4.7).
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Figura 4.5. Respuestas EAG de la antena de una hembra de Opsiphanes cassina obtenida al evaluar mediante puffs
los VOCs macho-especificos.
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Figura 4.6. Tiempo de respuesta EAG de antenas de hembras de Opsiphanes cassina al VOC macho-especifico
mayoritario (A=antena, n=4).
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Figura 4.7. Respuestas EAG a 0, 5y 10 minutos de las antenas de hembras de O. cassina frente al VOC macho-
especifico mayoritario. Se realizé un andlisis ANOVA, concluyendo que no hay diferencias significativas entre las
medias de las respuestas EAG para los tres tiempos evaluados con una confianza del 95 % (p<0,05), (Fexperimental
[0,088] < Feritico [4,256]).
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Un estimulo de olor provoca una desviacion negativa del potencial transepitelial, o potencial receptor,
que aumenta relativamente rdpido y disminuye mds lentamente después del final del estimulo. La
especificidad de una célula olfativa a los componentes de feromonas y compuestos relacionados puede
verse afectada por varios factores en el proceso de transduccidn, incluidos diferentes tipos de aperturas
de canales idonicos producidos por diferentes cambios conformacionales de la molécula receptora cuando
interactla con varios estimulos quimicos. Cada célula sensorial en una sensilia posee su propia
especificidad quimica para los componentes de las feromonas y cada una se puede distinguir por el
tamafio del impulso nervioso que genera.??’

En el caso de O. cassina, al evaluar los diferentes estimulos olfativos, se encontré que las antenas de los
machos no presentaban respuesta frente a los tratamientos evaluados, mientras que las antenas de las
hembras fueron estimuladas tanto por los extractos cuticulares como por los compuestos individuales
macho-especificos (Figura 4.8), lo que sugiere que el nerolidol, la vainillina y el (Z)-7-heptadeceno
podria actuar como semioquimicos detectados por las hembras. Sin embargo, se debe mencionar que se
presento una alta desviacion en los datos obtenidos, y no hubo diferencias significativas entre las medias
de los tratamientos y los controles evaluados con una confianza del 95 %, por lo que se requiere realizar
mds experimentos de EAG con un mayor ndmero de réplicas. En el Anexo 3 se presentan las
comparaciones de los valores Fy T, del ANOVA y la prueba de Tukey, para cada caso.

0,35 W Respuesta Hembras ® Respuesta Machos
0,30

0,25

0,20
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0,

OIO» i i

0,00 i - - - - - -

Hxn Alas M Hxn Abd MHxn Nerolidol ~ Z-7-H17 DCM  Alas M DCM Abd M DCM  Vainillina

Respuesta EAG (-mV)
o

v

Estimulos olfativos

Figura 4.8. Respuestas EAG de las antenas de hembras y machos de Opsiphanes cassina frente a extractos cuticulares
de machos y compuestos individuales macho-especificos (se presenta el promedio + desviacidn estandar de la
respuesta de 3 antenas para cada sexo).

Es importante considerar que, la respuesta electrofisiolégica es independiente de otros factores
ambientales y neurales que afectan las respuestas conductuales, por lo que, para una dosis dada de un
VOC particular que es detectado por el insecto, la antena generara una respuesta. Por el contrario, el
hecho de que un compuesto provoque una respuesta por EAG de un insecto no implica que provoque
una respuesta conductual particular.??® Esto se debe, a que el comportamiento es muy susceptible a los
cambios en las condiciones ambientales y poblacionales. ' 47.148.149150.151,152
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4.2.2. Evaluacion de la respuesta comportamental de adultos de O. cassina

Los resultados de la evaluacién comportamental de adultos de O. cassina para el nerolidol, VOC macho-
especifico mayoritario, se muestran en la Figura 4.9, donde se presenta el porcentaje de adultos que
respondié de acuerdo a las cuatro categorias comportamentales establecidas. Alli es posible apreciar
que, bajo las condiciones evaluadas, no hubo una respuesta que indicara que las hembras fueran atraidas
hacfa los estimulos evaluados a las concentraciones probadas, ni tampoco hacia a los machos en [lamado;
en su lugar, se observo que los insectos permanecian en la zona de salida, o si despegaban de la zona de
salida, aterrizaban a mas de 30 cm del estimulo olfativo. Este mismo comportamiento fue observado
para los otros dos VOCs macho-especificos (Ver Anexo 4).

== 0 =1 \%
Machos Hexano Nerolidol 10 pg Nerolidol 100 pg Nerolidol 1000 pg Nerolidol puro (100 pL)
3% 0% 0% 0% 0% o, 03.0% 0% 0% 0% o%
Respuestas de ‘ ‘ . ‘.
hembras
Machos Hexanoc Nerolidol 10 pg Nerolidol 100 pg Nerolidol 1000 pg Nerolidol puro (100 pL)
0%Q%0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0 0% 0%
Respuestas de
machos

Figura 4.9. Respuesta comportamental de adultos de Opsiphanes cassina en bioensayo de tinel de viento, frente al
VOC macho-especifico mayoritario a diferentes dosis bajo condiciones de laboratorio.

Los resultados obtenidos pueden explicarse ya que, en las mariposas, cuando los machos encuentran
una pareja potencial, el resultado no es siempre la ocurrencia de la cdpula, sino que depende de la
predileccion (receptividad y eleccién) de las hembras. Las feromonas producidas por un macho
proporcionan sefales que contienen una gran cantidad de informacién mediante la cual las hembras
pueden determinar su edad, salud y estado de madurez sexual y, por lo tanto, su atractivo; de esta
manera, se puede elegir entre un grupo de pretendientes disponibles. Asi, para un cortejo exitoso, la
hembra debe responder positivamente al ramillete de sefales quimicas liberadas por el macho cuando
se realiza el llamado."” Igualmente, aunque los resultados no mostraron diferencias al cambiar la
concentracion, esta variable también tiene un efecto importante, ya que se requiere que el estimulo esté
por encima del umbral requerido para que sea detectado por las atentas del insecto receptor y asi este
pueda orientarse hacia él;>*° aunque la respuesta puede aumentar directamente con la concentracién,
llegard un punto dénde ocurra la saturacion de los receptores olfativos y no habrd una respuesta
orientada.?%?*" Adicionalmente, como se mencioné en el Capitulo 2, seccién 2.2.2., la capacidad del
insecto para detectar las fuentes de alimento o las feromonas producidas por su pareja sexual, esta
fuertemente influenciada por el cambio en las condiciones ambientales. En este caso, aunque la
temperatura y la humedad relativa fueron ajustadas a las condiciones ambientales naturales donde
habita el insecto, la presion barométrica continuaba siendo considerablemente diferente. Por otro lado,
se debe considerar que la conducta sexual en lepidépteros generalmente muestra un marcado ritmo
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circadiano que es modulado por el fotoperiodo,”** encontrando que cambios en este factor influyen en

la conducta de llamado del insecto emisor, en la produccién de las feromonas y/o en la respuesta del
insecto receptor al estimulo.”** En el caso de insectos de habito crepuscular como O. cassina, se debe
considerar que si bien los niveles de luz ambiental durante ese periodo son al menos dos 6rdenes de
magnitud mas bajos que durante el dfa, hay un efecto de la luz disponible cuando se hacen exhibiciones
de cortejo durante el llamado."” En la evaluacién de tinel de viento no fue posible simular esta
condicién, lo que también pudo tener efecto en la respuesta observada.

4.3. Conclusiones

= Seestablecid que los VOCs vainillina, nerolidol y (Z)-7-heptadeceno, identificados previamente
como macho-especificos de O. cassina, generan una respuesta electrofisioldgica sobre las

antenas de hembras adultas de la especie.

= Los resultados de la evaluacién comportamental en tinel de viento indicaron que, bajo las
condiciones de laboratorio empleadas, las hembras no son estimuladas por el llamado de los

machos ni por los compuestos identificados como macho-especificos.
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Capitulo 5. Conclusiones generales

Por primera vez se realizé el estudio de la conducta sexual y la caracterizacién de los VOCs
liberados por adultos de Opsiphanes cassina. Se identificaron tres compuestos macho-especificos:
(E)-nerolidol, vainillina y (2)-7-heptadeceno, como parte del comportamiento de llamado a las
hembras durante el periodo crepuscular.

La evaluacion de los tres VOCs macho-especificos identificados, indicé que estos compuestos
generan una respuesta electrofisioldgica en las antenas de hembras de Opsiphanes cassina, lo que
sugiere su funcién en la modulacién del comportamiento sexual de la especie.

Los semioquimicos identificados en este estudio podrian implementarse como estrategia para

el monitoreo y control de O. cassina en cultivos de palma de aceite.

Perspectivas

Realizar el estudio de comportamiento de la especie Opsiphanes cassina bajo condiciones de
campo.

Determinar cual de los enantiémeros del (E)-nerolidol (o si ambos), es liberado por los machos
de esta especie y evaluar su efecto en la respuesta de los adultos.

Confirmar que el cuarto compuesto macho-especifico corresponde al (E)-B-Farneseno.
Determinar la proporcién en la que se encuentran los VOCs macho-especificos en la sefial
quimica liberada Opsiphanes cassina.

Evaluar la respuesta de los insectos adultos de Opsiphanes cassina frente a los VOCs identificados
bajo condiciones de campo con el objetivo de establecer su papel como componentes de la
feromona macho-especifica de la especie.

Definir las condiciones requeridas para que los VOCs identificados en esta investigacidén puedan
ser empleados en trampas para el monitoreo y control de Opsiphanes cassina en cultivos

comerciales de palma de aceite.
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Anexo 1. Permiso de colecta de insectos
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AUTORIDAD NACIONAL DE LICENCIAS AMBIENTALES
- ANLA -
RESOLUCION N° 02434
{ 24 de diciembre de 2018 )

“For la cual se oiorga Permiso Individual de Recoleccion de Especimenss de Especies
Silvesires de la Diversidad Bioldgica con Fines de Investigacion Cientifica No Comercial y
se loman otras determinaciones”

EL SUBMREGTOR DE INSTRUMENTOS, PERMISOS ¥ TRAMITES AMBIENTALES DE
LA AUTORIDAD MACIONAL DE LICENCIAS AMBIENTALES = ANLA

En uso de las fanutades conferidas e la Ley 55 de 1983, o Deoedo Ley 3573 de 20101,
el Decreta 1076 de 2015, las Resoluoiones, 0965 de 2017 y 1500 de 2018, ¥

COMSIDERANDD

Cue medante comunicacon radicada con nameno 20181 17BS56E-1-000 del 29 de agosio de
2018, la Corporacion Cenfro de Investigacion en Paima de Acefe CEMIPALMA, con HIT.
BOO. 145 8824 pressmid soliciiud de Pesmiso Individual de Recoleccidn de Especimenes
Sivesires de b Diversidad Bicldgica con Fines de imvestigaocn Cientifica no Comercial,
para la mecucion del proyecio denominado “Flagas y Enfsmmedades de i Paima de Aosis
en Colombia®, a desarollarse en los depariamenios de Bolivar, Casanare, Cesar,
Curdinamarca, Magdalena, Meta, Narifio, More de Santander y Santander.

Cue ra wer svalada la dooumentacion alegada por la Corpomcidn Cenfro de
Investigacion en Falma de Acefe CEMIPALMA, & drea témmica de la Subdireccion de
Instrumemios, Permisos ¥ Tramies Ambientales de esta Atondad, emsd & Conoepio
Téonico 7244 del 28 de novembre de 2018, el ocual hace parle del presente acio
adminisrativa, &n & gue concheyt gue es viable olorgar el Pemisa indvidual de
Recolecofn de Especimenes Sivesies de |a Diversidad Bioldgica con Fines de
Investigacian Cientifica no Comercial, &n los #émincs y condioones que se sefialacan en
parie resclutiva de o presenie Resoluodn.

COMSIDERACIONES JURIDICAS

Cue slantioio 51 ded Decredo Ley 2811 de 1574, sefiala gue el derecho de usar los recursos
naturales rencvables pusde ser adguindo por ministenc de |3 ley, parmiso, conceskdn y
asocacion.

Cue los articulos 56 y siguentes del rederido Decreto, fratan del permiso para el estudio de
recrsos natumles.

Cue la Ley 29 de 1580, dicta dsposiciones para e fomento de la imvestigaoon dentifica y

el desamollo fecnologico y dispone que oomesponde al Estado promover y orientar el
adelanto cientifico.
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COue de acwerdo oon &l articuls 12 de b Ley 165 de 1994, por la cual se apneba s Comesnio
sobre Diversidad Bioldgica, ks Estados Parie deben promover y fomentar la investigacidn
gue conbriburya 3 la conseracidn ¥ a la vilzaciin sostenible de s diversidad baolgica

Oue el articulo 2228 1.5 del Decreto 1076 de 2015, sefiala las modakdades bajo las

cuakes pueds uni Permisc de Recok=ccitn, enconirdncose enbre estas, & Permiso

Individual de Recoleccion, & cual establece en &l artiodo 222831 ibidem, gue las

personas naturales o juridcas que pretendan recolectar especimeness para adelantar un

wtlmummﬁummmi,mmmm Permisa Indiwidual de
COon.

COue el aticulo 2.2.2.8.3.3., de la norma en mencidn, sefiala las cbigacionss gue debe
cumplir o thular del Permiso Indrddual de Recolecoon que s personas naturales o
juridicas naconales o exiranjeras ante la autoridad ambiental competente.

COue de conformidad con el atioslo 2 2 2.8.3.4 del Deoreto 1076 de #2015, esta Auiondad,
podat solicitar al tiular del Pemiso individual de Recolecoion, ajustar e nimesn iotal de
muesiras, frecuencia de muesyeo, A0S de Muesineo, entre olms aspecios, de manera
susteniada, por considerar que i rscolecotn pueda afectar las espeoes o los soosistenas
Een Fazdn de la sobre-colects, impacios en luganess crifioos pars la reproduccian, afectacion
die cickos bicldgicos, dieta, snine ofras.

Oue el Artloulo 2 2 2 8.6 B, ibidern ssfiaky que, como estimulo a b imestigacon centifica,
las autoridades competenfes no realzacin ningdn cobro de los serdcios de evaluadon y
seguimienio a los Permisos de Reoolecoon

Cue eleciuadas las anteriore s consideraciones y acogiendo la recomendacian del Concepto
Téonico 7244 del 28 de novienbre de 2018, esfa Autordad conmdera que es VIABLE
oloegar @ la Corporacion Centro de InvesSgacian en Faima de Aceile - CENPALMA
Pemiso Individual de Recoiecocn de Especimenss de Especies Sivesines de la Diversidad

con Fines de investigaoon Cientifica Mo Comercial, en kos EBmminos que ==
indicaran en la parte resclultva oel pressnie acio adminisirativo.

Cue es importante precisar que, de conformidad con e articulo 74 de la Ley 1437 de 20401,
o oual defermina que “Por meglas genens, confre s aclos defmivos procededn ios

modiigue, adiciong o revoque...., results conducents disponesr [ procedencia del recurso
die reposicdn conira el presenie prosel do, por ratarse de un aclo adminisira@so que cstenta
la condicion de definitho, foda ver gue resushe de fondo adoptands una decision.

COMPETENCIA DE ESTA AUTORIDAD

Oue el Decreto Ley 3573 del 37 de seplembee de 2041, cned la Autoridad Nacional de
Licenoias Ambientales - ANLA, y en el numeral 1* ded articulo 3° le asignd la funcidn de
ocloegar onegar las licencias, permiscs yiramites ambientales de competencia del Ministerio
e Amiiente y Desarmolio Sostenible, de conformidad oon L ley y los reglameios.

Que & numenl 2° del atkcule 10 del Deoreio Ley 3573 del 27 de septiembre de 20401,
asignd al Despacho del Direcior General la funcitn olorgar o negar s licencias, pemisos
Y irémites ambsentales.

Oue a su vez, el rumenal 1% del articulo 14 del refendo Decreto Ley asigna como funcidn
te la Subdirecoon de istrumentos, Permisos v Tramites Ambientales de @ Autonidad
Macional de Licencias Ambientales - ANLA, |a de evaluar las sclicitudes de permisos y

! P .l oz ol Diacomiz L da! Sy Ambiscre § D evnk: Sasiend”
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iamites ambientales para definic la viablidad ambiental de los proyecios, cbas o
aciridades.

COue mediante Resclucion 00966 del 15 de agosto del 2017, la Direccion General de
Autoridad Maoonal de Licendas Ambisrtales - ANLA, delegt emire oiras funciones en el
numeral 3° del artiouo 3°, a la Subdineccion de instrumentos, Permsos y Tramiles
Ambientales, la de oorgar o negar los Pemisos de Eshadio para la Recolecoon de
Especimenes de Especies Sitvesires de la Diversidad Biologica con Fines de Investigacion
Cientifica No Comercial.

Cue en mério de bo expuesio,
RESUELVE

ARTICULO PRIMERG. - Otorgar a la Corporacidn Centro de invessgacion en Paima de
Acefs CEMIPALMG, identficada con MNIT. 8001468828, Permsc Indvidual de
Foecolecodn de Especimenss de Espeoes Sivestres de la Dversidad Bioldgica con Fines
e Cieniitfica Mo Comerdal, a el derorminada 5
EmmmummAMmmwjmmw mtbﬂptmmm:
parie motiva del presenie acio adminisratho.

mm.-EIPﬂmmummmddeﬂmnd:Emd:Elpmﬁ
Sivestres de la Diversidad Bioldgica con Fines: de Invesaigacion Clentifica Mo Comercial
que s& DAPYA BN esie ackn adminisirativo, Iendrd una vigencia de: cinoa {5) anos, contados
a pariir de: |a ejeoutonia del presente ach adminisirativa.

ARTICULO SEGUMDO. - El Permiso Indwidual de Recoleccion e Especimenss de
Espedes Sivesires de la Diversidad Bioldgica con Fines de Imvestigacon CGentiica Mo
Comercial, ampara la recolscoidn y movilzaoon de especimenes de espeoes silvesires de
|a biodrersidad dendro del terriono nacional, que s=an realirsdas denimo del desarmlio del
proyecio “Fiagas  Enfermedaces de la Paima de Aosie an Colombia’, y de aouerdo con
Iu:ﬂl:udumd FmbdeSﬂﬂ.ﬂd:qunlnmdeﬁemhmﬂnrm
bajo los nomeros 201 8717895-1-000 del 29 de agosio de 2018 y 2018158456-1-000 y
S01E159608-1-000 del 16 de nowembne e 2008 ?mmmnmmnﬂ
pressntada por la Coporaocn Centro de invesSgacdn en Paima de Acsbe < CENEPALEA

ARTICULO TERCERO. -Teniendo en cusnia lys consderaconss realzadas en el
Concepio Técnioo 7244 del 28 de nowvienbre de 2008, ad al presente acio
adminisirativa, y & Formaso de Solicitud de Permiso Indhidual de: radicada,
metodoiogla de necolecoon de especimenes ¥ muesins de la biodiversidad que se autoriza
es la siguiente:

=) = & e .
Enad izl proyecin da tr1. TPligara iy ATTh 4 't [ pairme o soarta e Colormiee,
uil Brvera & cebo colechn di roatstins de by veoutel SUM IO 8 nsechins e L SQUSTTS MEnere

PLAGAS DE LA PALMA: BMeccleccién de Imecion.

S ralirain nigecesn viusl da los ot Safirdon. Sa I
da e crbgcwniens ealacins o los mescios. S avelusrd @l poecentap Se @lscue de ke irsechivs o las palmas
s ks Smrec o lis s akeckadin

=T ] I—m:cﬂncqtn n-udﬂl'l'_:l:llcl.-'-ﬂthl Lok T § e oe
hais Lo ¥ dsdin i CEMPALMA &n
-h*-my““hjﬂﬂﬂ

CONTROL MATURAL DE PLAGAS ¥ ENFERMEDADES

~,
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- p— — -
i

Tancadn 4 m rotboara o S haran [ oy Te——y

R L [ [Er———

i e v m g A el A g

Tarnbsin s las planias Gu bEn o sembradas oarce de las pairmen de ecale.
Sotwe anbis, o6 o jErnE 8 OTEns lis St mederibs 90 piosn dobles por plinka Lo Seoriiec i
rsinain Gl bt 000 @ fn de eelblecs o parkSo de My e de EEkos.

Asi minms, i8 era S ks plirdics i [
y iuton. Ciactia rrussles e prariin, skeoteleand y roulan

En gasiral pati wossckn, i a1 i b dara
L I G D, ¥t

ERFERMEDADES DE LA PALMA

Sa recolectanin mussias S b vegutsl alecede ferd Sblls SECTTGAGENGIM ¥ dElSTTner potkn
snguriics Siucsaiics de eskerrdecin en o pal soete. Se lomenss hisle B Secivic por plink § cede
i i i landnk Un e da esbe & & M.

= Para ik honges e lorren = ol iviron S b

- Mﬂmjm-w_ﬁﬁ-mmmrhmmm
o crecrms rin

- Para L] tal se bman mussies de

mﬁ.ﬂ-ﬂﬁ -my——

[ sa fomran da bk
m“-—mmuumm

- [y ] . IO S rikoi § S haprias Sermoe
chal cogalla, mmmumunmmm-hamm—

- P oo remEiodon s bmes okl 04 suekis (Thgl rakces y eeliple Gon seses

ity T

Las satdn @ b o CEMPALLSA pass asbar on
L ¥ sl di gl

NICROORGAMSNGS DEL SUELS: Toma de N para Abalar Mi

Las mussies S Soslo S8 ominn @ b pofoddad S om waeds us bimano - secabocedos y cada
rusira s g 1kg por e afectade.

L warin - i b S CEMPALAA pase aske b
P da frasts &

@ ¥ o
Cinrniniics de e on puime o soni

ARTICULO CUARTO: Las iocalidades para la recoiecoion de espeCimenes y muesiras de
la iodversidad que se autorzan san |2 que se presentan en el Anexo 1 del Concepio
Téonico 7244 del 28 de noviembee de 2018,

ARTICULO QUINTO: La cantidad de ¥ de la biod que se
auicrzan son

Hombre Clentifico Tiga de rmusstna Mo L i

Cordhass Pythusas: Todis

v Paroncspnies Tencies

B st por plata, T wecis

Clectint Eriashutis Tooctiri

Ordan Taphsri Tencies
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‘Cantidad de sspecmensa a

Hombre Cintifico Tipo du e tra Mo Localidad i
Covchies v Escpuapen, foras y Frolos. Tos e ., Una
[atrey pe—— Escpuap, Forss v Frolcs. Toi B mussints por phind, Und et

mmﬂm.-ﬂwmplimiumummu
indridups y muesias en las localidades auionzadas es la realzacion de muesineos
semanales para a colecta de insecios y quincerales para de muesias de byido de palma
de aceite, olras especes vegelales y suelo, aclardndose que los muesineos no s haran
en odas ks localidades objsfo de eshudio iodo 2] Sempo, Sino que esios depanderan de las
dreas de esiudic donde s presenten focos de imfeccion o se leven a cabo disefios de
BAPENMEnios.

PARAGRAFO. La Comporacidn Centro de Investigacon &n Paima de Acefie CENPALRA
deberd, con antelacicn, medianie comUNcacon SSCrita o cormeo electronico, informar a ka
AN spbre su desplazamisnto a las dreas de estudio y & fecha previsia para realizar las
actividades aulorizadas y sobre los especimenes gue serdn objelo de recolsccian y
mowilzaoon Dicha comunicacicn, junio con la copia del Permiso Individual de Recolecoion,
deterd ser porfada por los invessgadores cuando realice [2s actividades de recoleccin en
campo.

ARTIGULO SEPTIMO. = Las rutas de movizaciin para el posterion rasiado de muesirtas

~,
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b Wicdo oo " T
Fuaris Lopaz, Pasteps, Gan Car Er—
Y i e ok bow b
Cusaeon San Martis, Yilirevencn i 1,2, 3, 15, WSy
uF por ookl
Insecio: lsdos i
s, i chida 1, 2
n8,14, 18, g2
i i s pre
Harifo: Tormecs Tp.m,qu Tarustrs E——
Plartas nectariisra
¥ dhe enbarurn: aia
om ks 12y 16 c
[= TR
locabtad
ARTICULO OCTAVO. = El responsable del proyecto y el grupo de Fabajo gue se awloriza
es:
Participecion an ol
- ) Hasponsabin de
TESEETI NG | g Agosmics X
[CETETO00T1 | inguwarias Agriedrrace X
CC 111048338 | ingeneia Agrosdrmica %
L Losp s den 1 nownegs Agrrams i
BE L A s T Ingunarg Agedrams X
[Co s iarees | gl Agredmics ]
OO 10T || inguneria Agrosdrmece x
[ 5F TREGTTFER | ouraria Agedrics X
O BO.810 882 Inginaria Agrosdrrica %
O 04484 432 Inginria Agrosdrrica %
=4 ECE - Byl H
OC B8 728 130 = X
O 53 84 T E; X
- X
LTI 710 ot iclog 5,
RS Murabesiigla E
Perririer £ 53,000 830 Ingunria Agrosdrrica %
Eﬁ‘ﬂhw BE L AE s | ingeneria Agrosdimice X
Dara Carcina vk
Farnindes O 1088 547380 || Meerabiagia %
ARTICULG MOWENO. = La Corporacion Ceniro de Investigacdton en Palma de Aoene
CENIPALMA, deberd cumplir con las siguientes obigaciones:
a} Depositar dentro del #mino de vigenda del permiso los especimenes en una
coleccion nacional registrada ante el InsShuo de Investigacion de Recursos Bicidgicos
“Adexander von Humboldt®, de conformidad con lo dispusstc por |a nomasvidad gue
regula la matena, y enviar copia de ks constancias de deposio a la amondad ambiertal
. A
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b} Presentar cince (5] indormes parciales de acividades de recoleccion relacionados
con & permis, una por afo de vigenca del mismo, donde para la entrega de dichos
informes se debe feneren ouenta la fecha de epecuionia del acio admira@vo que clomue
el permiso. Aqui, se debe inclur la relacidn del matenal recolectado (nomero de
esperimenss) qus mamm:mm:mﬂpdeﬁrﬂm ‘oorma el gue
sea eliminada como a las a a cak en
o g e, deberd un infoeme final de acthvcades que redna
hmﬂtlnmmmmmﬂﬂmdﬂlﬂmmm
de imvestigacdn. Los informes se deben presentar de acuerdo con el Formato para
Retacion del Maieral Recolectado del Medio Sihwesire, y allegar los mismos en formaito
digital editabie y paf.

) Eriar copia digial de las publicaciones que se deriven del proyecio;

d} Suminisirar al Sistena de Informaocn &n Bodeesidad de Colombia (58]
informacitn ascciada a los especimenes recolectados, ¥ enfregar a la autondad
competenie L3 constancis emitida por dicho Ssiema;

&} El biular de este permiso serd de realizar los mussieos de foma
adscirada n iérminos del nimena tolal de muestras, frecuencia de muestnesn, sitios de
muesen, entre obnos aspecios, de manera gue no s= afecten ks especes o los
ecosstemas en razon de la sobre-colecta, impacios negalios en lugares crificos para
Ia reproduccidn, afectacion de cidos biokdgicos, dista, entre oiras.

ARTICULO DECIMO. - La Corporaotn Ceniro de investigadon en Paima de Aoene
CEMIPALMA, deberd tener en cuenta lo definido en el Capiuio 10F ded Thulo 9 de la Pare
2 del Libro 2 del Descrelo 1l:ms.:|=ar|5 rduﬂtahfﬂﬁnrmm:.mlpcrﬂmﬂ:
Fauna 5 asl como sido por el de Ambiente y Desamolio
Sosienible 2 traves del I‘.Ieu"ﬂn'lzrzrldm'lﬁ:'yl.u ka: 1372 ded 22 de agosio
de 2015" y 0689 ded 9 de marzo de 20175

ARTIGULO DECIMO PRIMERD. = Las invesigaciones adelantadas en el maroo del
proyecin que involuoen acividades de sistematica molecular, ecologla molecular,
evoluoon y biogeografia, mmﬂgmmimgﬂtmymn 50
acitvidades amparadas por el Permiso Indwvidual de Reooleonion.

PARAGRAFO. - La Corporacon Centro de Investigacian en Paima de Aceite CENIPALRMA,
deterd diigendar la indormacidn comespondienie en & “Formato para @ Recoleccion del
Material Recolectado dal Medio Sitvesine” y pressntar ks sopates respectivos de la sntrega
thmﬁlumﬂum:ﬂdpmiumkmﬁrv&wh
Sostenible ¥ a est Autoridad.

ARTICULO DECIMG SEGUNDO. = Para acceder a los neowrsos genéticos wo producios
derrados, con fnes indusinales, comeroales o de prospeccidn bioldgica de los
especimenes recolectados &n el marco del Permiso Individual de Recoleccian, deberd
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~,

Por la oual se pioega Permiso Individual de Recolecoon de menes de Especies
Sitvesires de b Diversidad Biskdgica con Fines de Investigacion fica Mo Comercial, ¥
se loman otras determinaciones”

suscriber el contralo de acceso 3 recurscs gEndScos yo producios denvados con el
w0 che A v D o S

ARTICULO DECIMO TERCERD. = Informar a la Corporacion Geniro de Investigacion en
Palma de Aceite CENIPALMA que, o Permiso Indiidual de Fecoecoon de Especimenes
tie Especies Sivestes de la Bodversidad Biokdgica con Fines de investigacion Cientifica
no Comemncial, MO AMPARA B recolecoon de especimenes de especies sivestres de a
Dwersidad Biologica con fines indusirales, comeroales o de prospecocn biokdgicas ni
ampocn podrdn ser aprovechados oon fines comendales.

ARTICULO DECIMO CUARTO. = Informar a la Corporacidn Centro de vestigacion en
Falma de Aoefe CEMNIPALKUL que, en caso de requenrss exportacion de especimenes o
misesiras de la diversidsd bicldgica, se deberd atender a lo sefalado en s dsposiciones
para la oblencién de un pemiso CITES wa NO CITES, segin & caso.

ARTICULOD DECIMO QUINTO. = Esta Auloeidad wverficara el cumplimiento de las
condicones idas en o permiso indhidual de recoleccidn, y, en
conseouenoa, deberd brindar b informaccn y apoyo logisioo necssanio para efeciuar el
seguimienio de las obligacionss y condioones establecdas en e presente pemiso.

ARTICULO DECIMG SEXTO. = El presente Permisa de Recoeccitn podr ser suspendida
o revocado de conformidad con el articulo 62 de la Ley 59 de 1993, mediante aco
adminisFativa mothado por B Actoridad Nacional de Licencias Ambientales - ANLA, de
ofidc 0 a pelician de parie, en jos casos en gue e invessgador haya incumpldo las
chiigaciones ssfaladas en el msmo o en i normativdad amisental vgente. Lo amerior, 5in
perpuicio de las medidas prevenivas y sanconatorias de gue trata la Ley 1332 de 20049, y
e las acciones ovies, penales y disoplinanas a que haya lugar.

ARTICULO DECIMG SEPTIMO. = Motificar el contenido del presente acio administrativo &
la Corporacidn Centro de Investigacion en Falma de Acefe - CENIFALMS, 0a su Apodera o
debidamente coretiuida.

ARTICULO DECIMG OCTAVO. = Comunicar &l comienido del presente acho adminisiratio
al Mnisienc de y O o S a Ministerio del Interior, a Pargues.
hhnonlle:rﬂ.rie-:tﬂdumbﬂ al Insthio de Invesigaciin de Fecurses Bolbgioos
Alexander von Humbaldt al Instiio Amaetnico de invesigaciones Clentificas < SINCHE &
la Asooiacion de Comporaciones Auttnomas Regonales v Desarolio Sosienble= ASOCARS;
athm:mmumm-ﬂh;:uMnm%ﬂ
die Cundinamarca - CAR; a la Corporacicn Awsdnoma Regional de Risamlda - i@
IIEapn“nMﬁurrthgﬂidﬂC-wldH ue = CARDIGUE; a la Corporacidn

Auttnoma Regional de Sucre = CARSUCRE; Inammmﬁegui e
Santander - CAS; a la Corpomcion para o Desarmiio Sostenible del More y Orente:
Mmm—tﬁn;lhcnmlmnmunlmlnnllbﬂmnmllmt
Bucaramanga - COME; a la Corporacon Autdnoma Regional para e Desarmolio Sostenibie:
el Chood = CODECHOGO: a la Corporacion Autdnoma Regional del Cerrin de Antioquia -
CORMMTIODUIA; a la Corpoacian Auibnoma Regional de las Cuencas de los Rios Megmo y
Mare = CORMARE:; a la Corporacion Aultnoma ional del Magdalena = CORPAMAL; a la

la Corporacidn  Auidnoma jonal del Gurvo = CORPOGUGYEY a la Corporaoon
Auttnoma de Chivor = . a la Corporaciin Aubtnoma Regional de Marifio =
EORPOMARIRG; lhhwmﬂnﬂmﬂnpitll Froniera Mororengal =
mau Auttnoma Regonal del Tolima = CORTOLIMA; a 1

tamuhmm-m:hwmma
thnrirlﬂl:-.ﬂ CRC; a la Corporacion Auttnoma Regional del Sur de Bolhar - CBS;

A
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For la oual se pioega Pemmiso Individual de Recolecoon de menes de Espeies
Sitvesines de la Diversidad Biokdgica con Fines de Investigacian fica Mo Comerial, y
se loman olras determinaciones”

a la Comporacidn Autdnoma Regional del Valke del Cauca = CViC; a la Corpomcion Aaitnoma
die ko= Valles ded Sind y diel San Jorge = CVS; a la Comporandn para & Desamolo
Sosienible del Archipiélago de San Andeés, Providenoa y Sants Cataling = CORALINA; a I
Corporaotn futdnoma Regional del Rio Grande de la Magdalena = CORMAGDALENA: a la
Corporaotn pana &l Desarolo Sosterible del Sur de la Amazonia = CORPOAMAZONIA; 3
la Corporacon para & Desamolio Sosienibie de la Mojana y San = CORPOMOIANA;
a la Comporaciin para el Desarolic Sostenible del um-(!mmu cala
Auttnoma Regonal de la Onnoquia = CORPORINGOUIA v a la Corporaoon para o
Desarmlio Sostenible de la Macarera = CORMACARENA.

ARTICULO DECIMG NOVEND. - Publicar el presenie acic adminisirative en la Gaceta de

ARTICULO VIGESIMO. = Conira esie acho adminisiraivo procede el recwrso de reposicon
el oual pode ser imlenpuesto con e leno de los requisitos iegales de conformidad con o
establendo en los articulos T4, 76 y 77 o la Ley 1437 de 2011.

MOTIFIQUESE, COMUNIQUESE, PUBLIQUESE ¥ CUMPLASE

Diaxda en Bogota 0.C., a los 24 de diciembre de 2018

L
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Anexo 2. Espectros de masas de
identificados tentativamente

Estructura quimica y espectro de masas por IE a 70 eV

VOCs

VOC 1. (E)-B-Ocimeno

79
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3 67
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Estructura quimica y espectro de masas por IEa 70 eV

VOC 6. Acido palmitico
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VOC 7. Acido oleico
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Anexo 3: Analisis estadistico respuestas

EAG

MUESTRAS EN HEXANO

Respuesta de hembras

ANOVA
Fexp < F critico
F experimental 1,58 No existe diferencia
F critico 3,47 significativa entre las medias
Test de Tukey
T caculado paran=10, m=3 0,208
con a=0,05
Comparacion de medias respecto al control
Hxn
T exp < T calculado Hxn 0,000
No existe diferencia Alas M Hxn 0,183 <0,208
significativa entre las medias  Abd M Hxn 0,061 <0,208
Nerolidol 0,102 <0,208
Z-7-H17 0,112 <0,208

Respuesta de machos

ANOVA
Fexp < F critico
F experimental 0,80 No existe diferencia
F critico 3,48 significativa entre las medias
Test de Tukey
T caculado paran=10, m=3 0,001
con a=0,05
Comparacién de medias respecto al control
Hxn
T exp < T calculado Hxn 0,0000
No existe diferencia Alas M Hxn 0,0000 <0,001
significativa entre las medias Abd M Hxn 0,0000 <0,001
Nerolidol 0,0003 <0,001
Z-7-H17 0,0007 <0,001

MUESTRAS EN DICLOROMETANO

Respuesta de hembras

ANOVA
Fexp <F critico
F experimental 1,58 No existe diferencia
F critico 3,47 significativa entre las medias
Test de Tukey
T caculado para n=8, m=3 con 0,208
a=0,05
Comparacién de medias respecto al control
DCM
T exp <T calculado DCM 0,000
No existe diferencia Alas M DCM 0,166 <0,208
significativa entre las medias Abd M DCM 0,198 <0,208
Vainillina 0,071 <0,208

Respuesta de machos

ANOVA
Fexp < F critico
F experimental 1,58 No existe diferencia
F critico 3,47 significativa entre las medias
Test de Tukey
T ciculado paran=8, m=3 0,003
con a=0,05
Comparacién de medias respecto al control
DCM
T exp <T calculado DCM 0,0000
No existe diferencia AlasMDCM  0,0007 <0,003
significativa entre las medias Abd M DCM 0,0003 <0,003
Vainillina 0,0003 <0,003
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Anexo 4 Respuesta comportamental de
adultos de O. cassina en bioensayo de
tanel de viento

Respuesta frente al (2)-7-heptadeceno

== o= v

Machos Hexano (2)-7-Heptadeceno 10 ug (2)-7-Heptadeceno 100 ug (2)-7-Heptadeceno 1000 pg
0%.0%.0%

0% 0%

Respuestas de .
hembras
Machos Hexano (2)-7- Heptadeceno 10 pg (2)-7-Heptadeceno 100 pg (2)-7-Heptadeceno 1000 pg
0% 0% 0% 0% 0s0%0%
Respuestas de
machos

Respuesta frente a la vainillina

== o= v
Machos Diclorometano Vainillina 10 pg Vainillina 100 pg Vainillina 1000 pg
3% 0% 0% o% 0% o% 0% o%
Respuestas de ‘
hembras
Machos Diclorometano Vainillina 10 pg Vainillina 100 pg Vamllllna 1000 pg
0%0% 0% 0% 0% o% 0% o% 0%

Respuestas de
machos
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