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Prélogo

Recién llegado de mi Cataluna natal a la Universidad de Los Andes (Bogotd) en septiembre
de 1993 para impartir diversos cursos de genética de poblaciones y técnicas multivariantes, no
tardé en verme invitado a impartir el curso de Evolucién a principios de 1994. Alli conoci a
varios estudiantes que, posteriormente, tuvieron una destacable carrera cientifica en diferentes
campos de las ciencias bioldgicas. Entre ellos, una joven estudiante de nombre Clara Inés Sal-
damando Benjumea. Efectivamente, Clara realizé sus estudios de pregrado en la Universidad
de los Andes entre 1991 y 1996. Tomado dicho curso, lo de la evolucion biologica le quedo so-
nando e, inmediatamente, después de acabar su carrera, inici6 la maestria en su misma “Alma
Mater” (1996 - 1998). Esto la llevo a realizar una investigacion centrada en la importancia rela-
tiva del flujo genético y seleccion natural en una zona de hibridacion de la mariposa Heliconius
cydno (Lepidoptera, Nymphalidae). Esto reafirmé su interés por los insectos y, especialmente,

por la evolucion y la genética de poblaciones.

Recuerdo que, en una nublada tarde bogotana de 1998, ella paso6 a saludarme en mi oficina del
laboratorio de Genética de poblaciones molecular-Biologia evolutiva de la Pontificia Universi-
dad Javeriana, donde llevaba afios laborando después de mi paso por la Universidad de los An-
des. Clara estaba interesada en realizar un doctorado que expandiera sus conocimientos en el
campo de la genética y de la evolucion. Le comenté varias opciones y, entre ellas, surgio el gru-
po de investigacion del Dr. Roger Butlin en la Universidad de Leeds en Gran Bretafia. Ni corta,
ni perezosa, Clara puso en marcha su deseo de aprender mas y doctorarse. Y, efectivamente, asi
lo hizo, y la conversacion que mantuvimos no cay6 en saco vacio. Realiz6 su doctorado (2000
- 2004), precisamente con el Dr. Butlin en la Universidad de Leeds trabajando con aislamiento
reproductivo entre dos especies de saltamontes (Chorthippus brunneus'y Chorthippus jacobsi)
en una zona de hibridacion, precisamente en Cantabria, relativamente cerca del lugar de origen
del apellido paterno. Fue un trabajo relevante. Al menos, cuatro publicaciones, en revistas in-
ternacionalmente reconocidas como el Journal of Evolutionary Biology, Biological Journal of
the Linnean Society (la revista descendiente de aquella en que Darwin y Wallace publicaron su
revolucionario trabajo en referencia a la seleccion natural como mecanismo primigenio de la

evolucion biolégica), y PLoS One, publicaron sus importantes descubrimientos.

Finalizado el doctorado, regres6 a Colombia y trabajo durante un afio en Corpoica (actual
Agrosavia, 2004 - 2005) en el area de Entomologia en el departamento de Tolima. Aqui se
intereso principalmente por los insectos que se constituyen como plagas y afectan a los cul-
tivos agricolas. Posteriormente, en 2005, ingresé la Universidad Nacional de Colombia, sede
en Medellin, donde actualmente es profesora titular desde 2014. En dicha institucion elabor6
las importantes investigaciones que recoge el libro que tiene el lector en sus manos (Biologia

Evolutiva y control de plagas de importancia econdomica). Una especie de polilla Spodoptera




frugiperda (Lepidoptera, Noctuidae), que afecta principalmente a las plantaciones de maiz, se
convirtid en la especie objeto de estudio mas persistente, pero no el tnico, para Clara. Esto es
visible en el libro, que es pionero en Colombia en los conocimientos generados en este pais con
la utilizacion de diferentes aspectos evolutivos en insectos que afectan a cultivos agricolas de
interés econdmico, ya que de las siete investigaciones que presenta el libro en forma de capitu-
los, cinco tienen a S. frugiperda como protagonista. En esos cinco capitulos, Clara, sus colegas
y estudiantes investigan y analizan aspectos tan relevantes como la genética de poblaciones y
filogeografia (capitulo 1), la morfometria geométrica de las alas (capitulo 2), los mecanismos
de aislamiento post y pre-cigoticos (etologicos y quimicos) (capitulos 4 y 5), y el control qui-

mico y bioldgico (capitulo 6) de la citada polilla.

Pero no es el tnico insecto plaga que ha interesado investigativamente a Clara. También Zecia
solanivora (Lepidoptera, Gelechiidae), la polilla guatemalteca que es plaga de los cultivos de
papas-patatas, es objeto de estudio genético poblacional y filogeografico en este libro (capi-
tulo 3), al igual que diversos géneros como Frankliniella, Microcephalothrips, Scirtothrips, y
Thrips (Thysanoptera, Thripidae) plagas para los aguacates que son analizados filogenética-

mente (capitulo 7).

Por lo tanto, el presente libro es una herramienta fundamental para comprender la biologia
evolutiva de diferentes especies de insectos que son plagas importantes en Colombia y muestra
el excelente nivel investigativo de Clara y sus colegas en la Universidad Nacional de Colombia

sede en Medellin. Disfrute el lector de las citadas investigaciones.
Prof. Manuel Ruiz-Garcia. PhD

Bogota DC, 22 de octubre de 2023
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Introduccion

Una plaga es una especie que puede ser representada por diversos grupos de organismos que
incluyen a los insectos, nematodos, termitas, caracoles, entre otros (Ha ez al., 2014). En el cam-
po de la agronomia, las plagas representan principalmente a los insectos que atacan cultivos en
los que generan grandes pérdidas econdmicas, las cuales son medidas en términos relacionados
con la disminucién de produccion por el dafio generado en sus frutos, hojas u otros tejidos y
a su vez por el uso excesivo de agroquimicos. Por otro lado, en la parte clinica, las plagas son
reconocidas como vectores de enfermedades humanas (Ha ef al., 2014; Galea, 2010). Las pla-
gas en general, han sido manejadas con el uso de controles quimicos y biologicos y dado el
impacto de los primeros sobre las poblaciones de insectos benéficos y en humanos, el uso de
controladores biologicos, ha alcanzado un mayor realce en las ultimas décadas, como un mé-
todo de reemplazo a los insecticidas de alto impacto. Por estas razones, el manejo integrado
de plagas (MIP) ha promovido las formas de agricultura sostenible en el campo, reforzando
la reduccion del uso de insecticidas, gener6é grandes implicaciones socio econdmicas, am-
bientales y sanitarias en las poblaciones humanas ya que los efectos de los controles quimi-
cos son mas severos sobre toda la fauna en general, por lo que el MIP enfrenta un gran reto
que involucra la produccién de cultivos de manera masiva con el menor impacto ambiental
posible (Deguine et al., 2021).

Las investigaciones relacionadas con el MIP, hasta el momento, solo han demostrado una re-
duccion muy modesta del uso de los insecticidas desde los afios 70 y se han enfocado en la
realizacion de estudios basados en la agroecologia de un cultivo, por lo que se tiene en cuenta
como principio, identificar las plagas y enfermedades mas relevantes de un cultivo que produ-
cen pérdidas econdmicas, posteriormente, se enfocan en las plagas secundarias, en las practi-
cas de proteccion (quimicas y bioldgicas), en el agroecosistema (sistema modificado por los
humanos para la produccion de un alimento), la finca de produccion, la ecologia del paisaje
y el sistema de alimentacion (Deguine ef al., 2021). Dentro de este contexto, la agricultura,
se puede definir como la ecologia aplicada, en la produccion de un cultivo, en la que el ser
humano manipula poblaciones de especies vegetales, comunidades y ecosistemas a sus nece-
sidades, por lo que la mayoria de problemas que implican tienen relacion con estos niveles de
organizacion de los individuos de una o varias especies en la naturaleza (Weiner, 2003). No
obstante, el manejo de una plaga (MIP), no solamente deberia tener en cuenta la evaluacion de
insecticidas quimicos y bioldgicos para el control de sus poblaciones, el estudio de su entorno
ecoldgico, la identificacion de sus enemigos naturales y parasitoides y su posterior evaluacion
como sus biocontroladores, o simplemente la clasificacion taxonémica de una plaga; sino que

para el MIP de un insecto, también es importante tener conocimiento de su biologia evolutiva,




por lo que existe la necesidad de avanzar en otros campos de la investigacion para la mejora
del MIP, incluyendo trabajos relacionados con la genética de las plantas y su coevolucion con
el insecto, la genética de las plagas y su variabilidad genética (hoy en dia con el uso de estudios
genodmicos), el proceso de especiacion de una plaga y su relacion con el medio ambiente, la
evolucion de la barreras de aislamiento reproductivo de una plaga, la evaluacion de métodos
de restriccion del flujo genético de sus poblaciones y por lo tanto de los genes que confieren
resistencia a controles quimicos y bioldgicos, la evolucion de la respuesta de los insectos a con-
troles quimicos y biologicos, la genética de resistencia de las plagas ante insecticidas quimicos
y bioldgicos, entre otros. Todos estos estudios podrian contribuir de una manera mas eficiente
con la mejora de produccién de un cultivo y el manejo de sus plagas (Weiner, 2017; Rios-Diez
y Saldamando, 2011; Rios-Diez et al., 2012; Saldamando, 2010, 2016).

La aplicacion de la biologia evolutiva y por ende la genética de poblaciones (microevolucion)
y sistematica filogenética (macroevolucion) puede realizarse en especies que requieran un ma-
nejo en la naturaleza, entre ellas, las especies amenazadas, las especies endémicas, las especies
con bajas tasas reproductivas y también las especies que son consideradas plagas y enfermeda-
des de cultivos (Freely, 2005; Saldamando, 2010, 2016, Vélez-Arango et al., 2008; Cano-Calle
et al., 2015; Villanueva -Mejia ef al., 2015 a 'y b; Cano-Calle et al., 2021).

Dentro de las caracteristicas mas relevantes de las plagas (especies de insectos, nematodos, y
caracoles) y las enfermedades (especies de hongos, bacterias y virus) se encuentran: a) tienen
una buena capacidad de dispersion, o de invasion, puesto que muchas de ellas tienden a repro-
ducirse rapidamente, b) presentan cierto grado de especializacion sobre su planta hospedera
(monofagia, oligofagia, polifagia), ¢) son dificiles de controlar en campo por su rapida respues-
ta de resistencia a controles quimicos particularmente, d) representan en muchos casos espe-
cies cripticas, por lo que el estudio de su manejo integrado debe ser evaluado desde diferentes
perspectivas (Saldamando 2010, Saldamando, 2016; Vélez-Arango et al., 2008; Cano-Calle et
al., 2015; Villanueva -Mejia et al., 2015 a'y b; Cano-Calle et al., 2021). Esto significa que las
medidas empleadas para el control de una plaga deben ser utilizadas con una gran cautela, ya
que no solamente los insectos que atacan cultivos pueden adaptarse rapidamente al efecto de
una seleccion artificial generada por un insecticida bioldgico o quimico, sino que también su

uso puede afectar insectos benéficos, como por ejemplo las abejas (Sethuraman et al., 2020).

Con el fin de encontrar un equilibrio entre la produccion de un cultivo, que representa una
oferta alimenticia constante para una plaga, y su manejo, se requieren trabajos de investiga-
cion holisticos que incluyan preguntas relacionadas con la especie, ademas de las preguntas
relacionadas con su entorno, a nivel ecologico, o fisioldgico a nivel de la respuesta de un in-
secto ante un control sea quimico o bioldgico o ambos. Una de las preguntas mas relevantes

para tener un conocimiento basico de una plaga es determinar si /el investigador trabaja con




una o mas especies? Es decir, tener un conocimiento basico de la sistematica y evolucion del
grupo con el que se esta trabajando. Esto se debe a que muchas especies que atacan un cultivo
son cripticas, por lo que su morfologia y genética pueden ser muy similares, para ello el in-
vestigador debe emplear la sistematica filogenética con el uso de caracteres morfolégicos y/o
moleculares para resolver las relaciones ancestro-descendientes de un grupo (Freely, 2005;
Futuyma, 2005). Debido a que la identificacion de las especies y por ende su delimitacion
hace parte de la sistematica filogenética, un aspecto relevante que el investigador se puede
preguntar es ;como fue su proceso de especiacion?, es decir ;qué tipo de especiacion tuvo?
Dentro del contexto de la especiacion, es importante tener en cuenta que, para la escuela de
la genética de poblaciones, una especie esta constituida por un grupo de poblaciones cuyos
individuos se reproducen entre si y no con otros, por lo que se basa en el concepto biologico
de especie (Futuyma, 2005; Coyne y Orr 1989). Mientras que, para la escuela de la sistemati-
ca filogenética, una especie esta constituida por su linaje ancestral y todos sus descendientes,
por lo que una especie, representa un grupo monofilético (Futuyma, 2005). La especiacion
es un proceso por medio del cual, a partir de una especie ancestral surgen dos o0 mas especies
descendientes (Freely 2005; Futuyma 2005). La especiacion ha sido clasificada principalmente
en dos tipos: alopatrica y simpatrica. Sin embargo, también existen teorias que explican la
especiacion peripatrica y parapatrica (Futuyma, 2005; Freely, 2005) que no son explicadas en
este libro. En la especiacion alopatrica, el surgimiento de una barrera geografica separa las
poblaciones de una misma especie, y con el tiempo ellas evolucionan barreras de aislamiento
reproductivo generd nuevas especies. Por otro lado, en la especiacion simpatrica, la evolucion
de las barreras reproductivas no requiere una barrera geografica, por lo que el aislamiento entre
las poblaciones de una misma especie se da in situ (Freely, 2005, Futuyma, 2005). Estos dos
tipos de especiacion pueden ocurrir en plagas y enfermedades y su evolucion es un factor de-
terminante para la mejora de su manejo. Por ello, los estudios sobre la genética de poblaciones
de un insecto y la sistematica filogenética, son fundamentales en el MIP, ya que permiten tener
un conocimiento basico de una especie antes de emplear una técnica de control para su manejo.
Por ejemplo, con el uso de la genética de poblaciones y hoy en dia la gendmica de poblaciones,
se puede evaluar la respuesta de resistencia de un insecto hacia un insecticida, tanto bioldgico
como quimico, ya que estas ramas de la genética evaluan, el potencial genético de una plaga,
y por lo tanto comparaciones de la genética o gendomica de poblaciones de un insecto en dife-
rentes periodos de tiempo establecen como han sido los cambios de los alelos o de sus SNPs
(single nucleotide polymorphisms) de sus poblaciones y en muchos casos de estos trabajos se
logran identificar los genes relacionados con la resistencia por medio del andlisis de la asocia-
cion del caracter fenotipico (individuos resistentes y susceptibles) con un marcador molecular
o hasta con los andlisis genémicos por medio de los andlisis de anotacion de los genes (de un
genoma), la determinacion exacta de los genes de resistencia en uno o varios cromosomas de

un genoma (Sethuraman et al., 2020).




Dentro de las preguntas de investigacion que se produce en un estudio de biologia evolutiva al

enfrentarse con una especie se encuentra las siguientes:
(Qué tanta variabilidad genética presenta la especie que estoy estudiando?

El analisis de la variabilidad genética de una plaga, es muy importante puesto que nos propor-
ciona informacion del acervo genético de ésta, ante una presion de seleccion natural o artificial.
Se esperaria que una especie o poblacion con una alta diversidad genética (nimero de alelos/
locus, nimero de heterocigotos/locus, nimero de sitios segregantes o SNPs (single nucleotide
polymorphims)/secuencia, nimero de haplotipos/secuencias) pueda enfrentar con mayor faci-
lidad una presion selectiva que una especie o poblacion con una baja diversidad o altamente
endogamica (Freely, 2005; Saldamando, 2010; Saldamando, 2016). Por lo que, la caracteriza-
cioén genética y molecular de una especie con marcadores moleculares, produce informacion
sobre esta diversidad, y también puede proveer informacion sobre el nivel de endogamia en
una poblacidn, el tipo de seleccion natural que afecta una poblacion (direccional, disruptiva,
estabilizadora), el nimero efectivo de la poblacion, y también, puede ayudar a establecer si
una poblacion ha pasado por un cuello de botella, o si la poblacion se encuentra en expansion
reciente, en contraccion o si su tamaflo permanece constante, ademas provee informacion de su
comportamiento migratorio, entre otras caracteristicas (Nei y Kummar, 2000; Hedrick, 2005,
Freely, 2005). Gracias a este tipo de estudios, el investigador puede establecer si la poblacion
del insecto que analiza tiene un potencial genético para responder a la presion artificial estable-
cida por un insecticida sea biolodgico o quimico, puede determinar si el tamafio de la poblacion
del insecto tiene un acervo genético amplio que permita su rapida adaptacion o no, puede de-
terminar las rutas migratorias de las plagas al comparar las secuencias de genes mitocondriales
o de la mitocondria completa, entre poblaciones y determinar la poblacion originaria y la fun-
dada, entre otros aspectos que pueden ser importantes para el MIP (Freely, 2005; Saldamando,
2016; Sethuraman et al., 2020).

Otra pregunta que se puede realizar es la siguiente:

(Qué tanta conexion o contacto, en otras palabras, flujo genético existe en las poblaciones de

una misma especie?

El flujo genético entre los individuos de diferentes poblaciones también es relevante, dado
que permite el intercambio de genes entre las mismas, manteniendo una misma integridad
genética (homogeneidad genética) de una especie, pero en caso de que el flujo disminuya, hay
posibilidades de divergencia genética y con el paso del tiempo, de especiacion, en caso de que
evolucionen barreras del aislamiento reproductivo entre las poblaciones de una misma especie
(Futuyma, 2005; Hedrick, 2005). Este flujo genético, puede ser evaluado en plagas o enferme-

dades agricolas entre hospederos, entre zonas de produccion, entre diferentes habitats, entre




poblaciones con diferentes métodos de manejo en campo, entre otras. Por lo que podria generar
informacion sobre el movimiento de genes que confieren resistencia a un control quimico o
bioldgico entre poblaciones de una misma especie (Rios-Diez y Saldamando, 2011; Rios -Diez
et al., 2012; Saldamando, 2010; Saldamando, 2016). Existen estudios en los que los investiga-
dores han logrado establecer la asociacion entre los genes que confieren resistencia a insectici-
das con marcadores moleculares como los microsatélites o con secuencias de ADN, por lo que
los investigadores conocen la genética de la resistencia de una plaga, como consecuencia de los
estudios basados en la genética de sus poblaciones, muchos ejemplos se han dado con moscas

del género Drosophila sp. (Freely, 2005; Sethuraman et al., 2020).

Al responder estas dos primeras preguntas, un investigador podria determinar si las poblacio-
nes de la especie que se encuentra estudiando, presentan una alta o baja variabilidad genética,
por lo que dicha informacién permite determinar si pueden responder rapidamente o no a un
control quimico y/o bioldgico y también permite conocer si las poblaciones se estdn adaptando
a diferentes condiciones ecologicas de los cultivos o habitats donde fueron sus especimenes
fueron colectados y por lo tanto difieren genéticamente por efectos de seleccion natural direc-
cional que se encarga de favorecer un tnico genotipo (i. e. AA), distruptiva que favorece los
dos fenotipos extremos de una poblacion (i. e. AA 'y aa) o estabilizadora que favorece los geno-
tipos intermedios (i. e. Aa) (Freely, 2005). También permiten determinar si las poblaciones de
una misma especie transfieren los genes que les confiere resistencia a controles quimicos o bio-
logicos y qué tan rapido responden a la presion de seleccion artificial que éstos generan en sus
poblaciones o su una poblacion ha pasado por un efecto de deriva genética (Saldamando 2010;
Saldamando, 2016). Este tipo de analisis se puede llevar a cabo, por ejemplo, al comparar las
frecuencias de los genotipos heterocigotos en las poblaciones de los insectos, ya que seleccion
disruptiva favorece los genotipos homocigotos de una poblacion (i. e. AA, aa), la seleccion es-
tabilizadora los genotipos heterocigotos (i. e. Aa) y la direccional solo un tipo de homocigotos
(i. e. AA) (Freely, 2005). En el caso de que se realicen analisis gendmicos de poblaciones, se
pueden comparar los genomas de una especie desconocida con genoma de referencia en lo que
se les han anotado los genes que confieren resistencia a insecticidas y también realizar analisis
de transcriptoma puesto que éste se basa en el analisis de ARN que se expresa, asi que son mas
precisos (Yainna ef al., 2022; Sethuraman et al., 2020).

Las preguntas mencionadas con anterioridad, relacionadas con la evolucion de los insectos
que hacen parte de este libro, se han realizado con algunas especies consideradas plagas en
Colombia, que han sido parte de las investigaciones llevadas a cabo el grupo de Biotecnologia
Vegetal UNALMED-CIB y su linea de investigacion Ecologia y Evolucion de Insectos, creada
desde el afio 2005 por la profesora Clara Inés Saldamando Benjumea, entre ellas se encuentran:
el gusano cogollero o fall armyworm (FAW) Spodoptera frugiperda (Noctuidae) (Vélez-Aran-
go et al., 2008; Saldamando y Vélez-Arango, 2010; Salinas-Hernandez y Saldamando, 2011;




Calle-Cano et al., 2015), el perforador del fruto o Neoleucinodes elegantalis (Crambidae)
(Diaz -Montilla et al., 2013, 2017), la polilla guatemalteca de la papa o Tecia solanivora (Ge-
lechiidae) (Villanueva et al., 2015 a, b) y las especies de trips del cultivo de aguacate (Per-
sea americana Mill) antioquetio (Calle -Cano ef al., 2021). Todas estas especies mencionadas
fueron evaluadas teniendo en cuenta analisis de la genética de sus poblaciones y presentaron
estructura genética identificada con marcadores moleculares, en el caso de S. frugiperda, se
encontro que la especie divergid en dos biotipos asociados principalmente al maiz y al arroz
(Vélez-Arango et al., 2008; Saldamando y Vélez-Arango, 2010; Salinas-Hernandez y Salda-
mando, 2011; Calle-Cano et al., 2015), en N. elegantalis, también se encontrd que la especie se
diferencio en cuatro razas dependiendo del tamafo del fruto del hospedero de donde provienen
(Diaz -Montilla et al., 2013, 2017), con T. solanivora se encontr6 que la especie se diferencia
genéticamente entre distintas zonas de Colombia, siendo las mas diferenciadas las mas distan-
tes geograficamente (Villanueva et al., 2015 a, b). Adicionalmente, con el uso de la sistematica
filogenética, particularmente la sistematica molecular, se realizaron estudios filogenéticos de
los trips (Thysanoptera, Tenebrantia) del aguacate, y se encontrd que siete especies atacan a

dicho cultivo y presentan diferencias morfologicas muy sutiles (Calle -Cano et al., 2021).

La informacion obtenida sobre la mayoria de estas especies se encuentra incluida en los proxi-
mos capitulos de este libro, con el fin de entender la relevancia de llevar a cabo estudios gené-
tico poblacionales, y en sistematica filogenética en plagas de diferentes cultivos de importancia
econdmica en el pais, y la manera como fueron analizadas; para ello se recopilo informacion de

las tesis de diferentes estudiantes de la Universidad para de tener una base literaria para el libro.

Por otro lado, ya que el uso de herramientas moleculares para la identificacion de poblaciones
que se encuentran genéticamente diferenciadas puede ser costoso y complejo, otra pregunta de
investigacion realizada con S. frugiperda fue determinar ;si la morfometria geométrica po-
dria ser 1til en la diferenciacion de los biotipos de maiz y arroz del insecto? Trabajos rela-
cionados con esta herramienta fueron publicados por Cafias-Hoyos et al. (2014), Cafias-Hoyos
et al. (2016). La morfometria geométrica emplea fotografias de estructuras morfologicas de un
organismo, particularmente estructuras planas, en las que, con el uso de variables geométricas,
se estudian la forma y el tamafio de un caracter morfoldgico, por ejemplo: el ala, la genitalia,
entre otras, con el uso de estadistica multivariada y un analisis de procrusters (que se enfoca
unicamente en la variacion bioldgica de un caracter morfologico). Esta técnica, permite distin-
guir poblaciones de insectos (naturales o de laboratorio) que en muchos casos pueden ser crip-
ticos (dificiles de diferenciar), como lo pueden ser los biotipos, razas o especies de un mismo
género de insectos y puede ser una herramienta muy util para distinguir poblaciones de plagas,

que puedan requerir diferentes estrategias de manejo (Cafias-Hoyos ef al., 2016).

Posterior a estas preguntas de investigacion, se pueden realizar otros cuestionamientos, depen-

diendo de la especie, por ejemplo, en el caso de que las poblaciones de la especie presenten un




bajo flujo genético, es decir presenta una estructura poblacional, sus poblaciones diferenciadas
genéticamente podrian evolucionar barreras de aislamiento reproductivo que eviten el inter-
cambio de genes entre ellas (Harlt y Clark 1997; Hedrick, 2005). Esto implicaria otra pregunta

de investigacion:
(Las poblaciones qué estudio presentan barreras de aislamiento reproductivo?

Las barreras de aislamiento reproductivo se dividen en dos grupos: precigéticas y postcigdticas
(Coyne y Orr, 1989). Las barreras precigoticas evitan el cruzamiento entre individuos de dife-
rentes poblaciones, que pertenecen a distintas especies, por lo que evitan la formacion de un
cigoto entre ellas se incluyen los aislamientos precigdticos de tipo: comportamental, quimico,
temporal, ecoldgico, mecanico y gamético. Las barreras postcigdticas ocurren después del cru-
zamiento entre individuos de diferentes especies, pero actiian sobre el cigoto e incluyen carac-

teristicas como: esterilidad hibrida, inviabilidad hibrida y bajo fitness hibrido (Futuyma, 2005).

La existencia de barreras de aislamiento reproductivo se evalua, para determinar, ;cudles de
ellas existen entre las poblaciones de una misma especie y como ocurren? Por lo que las pre-

guntas de investigacion relacionadas con las mismas son:

(Los individuos de las poblaciones que presentaron estructura genética presentan barreras de

aislamiento reproductivo precigético? ;Cuales son?

Para responder estas preguntas, es necesario lograr mantener poblaciones de las especies estu-
diadas en colonias o crias en condiciones de laboratorio, ya que solo la barrera de aislamiento
ecologica puede ser estudiada en el campo, los demas tipos de aislamiento, se pueden analizar
mas facilmente cuyo, la colonia de un insecto, se encuentra en condiciones de laboratorio (Ve-
lasquez-Vélez et al., 2011). El mantenimiento de una colonia requiere adecuar unos cuartos de
cria, con unas condiciones ambientales aptas para el desarrollo del insecto, y esto no siempre
es posible para todas las especies de plagas, ya que muchas de ellas requieren unas condiciones
especificas y especiales para su mantenimiento. No obstante, en los trabajos de investigacion
del grupo de investigacion de Biotecnologia Vegetal UNALMED-CIB, se logro realizar estu-
dios de aislamiento reproductivo en S. frugiperda. Para ello, se emplearon larvas colectadas en
la naturaleza para el mantenimiento de un pie de cria, que se mantuvo desde el afio 2009 hasta
el 2017. Los estudios de aislamiento reproductivo realizados en S. frugiperda fueron impor-
tantes puesto que permitieron explicar las causas del bajo flujo genético de las poblaciones de
esta plaga en la naturaleza, por el bajo apareamiento existente entre las hembras del biotipo
de maiz con los machos del biotipo de arroz y por el bajo fitness de sus generaciones hibridas
(Velasquez-Vélez et al., 2011; Saldamando ef al., 2014) y también sirvieron para encontrar al-
ternativas de manejo o monitoreo de las poblaciones de este ya que una investigacion basada en
el analisis del aislamiento precigdtico quimico entre los biotipos de S. frugiperda realizada por
Canas-Hoyos et al. (2017) demostrd que los biotipos de este insecto producen 21 compuestos




volatiles siendo 8 de ellos producidos tnicamente por el biotipo de maiz y 11 por el biotipo
de arroz y ambos son compartidos, por lo que este tipos de compuestos podrian ser empleados

para elaborar trampas de captura de machos en la naturaleza.

Como se ha mencionado anteriormente, en el caso de S. frugiperda, se encontrd que sus pobla-
ciones presentaron un flujo genético reducido dependiendo del hospedero, que presentaron
barreras de aislamiento reproductivo y que sus biotipos de maiz y arroz resisten diferencial-
mente a insecticidas de caracter bioldgico y quimico por lo que en varios estudios realizados en
la Linea de Investigacion de Ecologia y Evolucion de Insectos (del grupo de investigacion de
Biotecnologia Vegetal UNALMED-CIB), se demostrd que las poblaciones de esta polilla, di-
vergieron en poblaciones denominadas biotipos o razas y que estas poblaciones, se encuentran
asociadas a diferentes plantas hospederas. Estos hallazgos se lograron plasmar en los siguientes
articulos: Vélez-Arango et al. (2008), Saldamando y Vélez-Arango (2010), Salinas-Hernandez
y Saldamando (2011), Calle-Cano ef al. (2015), y seran descritos en el primer capitulo de este
libro. Uno de los aspectos mas importantes de estos trabajos es que se demostro que el biotipo
de maiz se encuentra asociado principalmente a los cultivos de maiz, algodon, sorgo y cafia de
azucar y el biotipo de arroz en cultivos de arroz y pastos. Ademas, se demostrd que este tipo de
distribucién en diferentes hospederos, se ha encontrado en otros paises del mundo, por lo que
las bases de las investigaciones realizadas con este insecto son concordantes con otros autores
(Cano-Calle et al.,, 2015; Vélez-Arango et al., 2008).

La diferenciacién morfolégica de los biotipos de S. frugiperda, también se logré demostrar
con las investigaciones de morfometria geométrica del ala en dos trabajos realizados por Ca-
nas-Hoyos ef al. (2014, 2016) en los que los autores comprobaron que el estudio de la forma
y el tamafio del ala de machos y hembras del insecto colectados en campo y en laboratorio
proveen informacion relevante que permiten distinguirlos con anélisis discriminantes y cano-
nicos. Los trabajos sobre la morfometria geométrica de este insecto se presentan en el segundo

capitulo del libro.

Por otro lado, en el caso de la polilla guatemalteca Tecia solanivora, una plaga cuyas larvas
devoran las papas en almacenamiento o en cultivos naturales, y por lo tanto genera grandes
dafios en cultivos de papa en el pais, se realizo un estudio de la genética de poblaciones del
insecto y de su filogeografia y se comprob6 que el insecto presenta una estructura genética,
dado que las poblaciones del insecto del departamento de Norte de Santander se encuentran
diferenciadas genéticamente las poblaciones de los departamentos de Antioquia, Boyaca y Na-
rifo. El departamento de Norte de Santander fue la primera localidad de Colombia donde el
insecto se reportd y encontré por lo que su genética de poblaciones es diferente al resto del
pais (Villanueva-Mejia et al., 2015 a, b). Ademas, se compararon las secuencias mitocondria-
les de este insecto, con bases de datos genéticos del Genbank para poder corroborar su patron

migratorio y a su vez demostrar que, la especie no ha pasado por un cuello de botella en el pais




(Villanueva-Mejia et al., 2015 a). La genética de poblaciones de este insecto ha sido pobremen-
te estudiada en Colombia y en el mundo, dado que este insecto es de gran relevancia econdmica
en paises de Centro y Sur América, donde el apoyo econdmico a la investigacion basica es muy
bajo, por ello, pocas investigaciones se han realizado al respecto con este insecto. Los resul-
tados de los estudios hechos con 7. solanivora se muestran en el tercer capitulo de este libro.

Respecto a los estudios de aislamiento reproductivo, en el caso de S. frugiperda el manteni-
miento del pie de cria del insecto, como se explico con anterioridad, solo implico el uso de una
dieta a base de frijol para la alimentacion de sus larvas y de agua con azucar para sus adultos,
por ello varias investigaciones relacionadas con este tema se llevaron a cabo durante un largo
periodo de tiempo (2009-2017), involucro trabajos sobre: el aislamiento postcigdtico entre los
biotipos de maiz y arroz (Velasquez-Vélez et al., 2011), aislamiento temporal (Velasquez-V¢-
lez et al., 2011, Saldamando et al., 2014), aislamiento comportamental (Saldamando et al.,
2014) y aislamiento quimico (Canas-Hoyos et al., 2017). Estas investigaciones se veran des-

critas, en los capitulos cuatro y cinco de este libro.

Posterior a estos andlisis del aislamiento reproductivo en S. frugiperda, se logrd continuar con
preguntas relacionadas con la interaccion del insecto y sus métodos de control, particularmen-
te la interaccion de sus biotipos con controles quimicos y bioldgicos. Para ello se evaluaron
las respuestas de tolerancia de las larvas de este insecto cuyo fueron expuestas a insecticidas
quimicos y biologicos en condiciones de laboratorio por medio de andlisis de pruebas Probit
en las que se calcul6 la CL50 (concentracion letal media) y otras concentraciones en las gene-
raciones parentales, F, F, y F, que fueron mantenidas en una colonia en el laboratorio desde
2008 hasta 2017, en la que se mantenian separadas las crias de los dos biotipos de maiz y arroz
y se obtuvieron sus generaciones filiales intrapoblacionales para este tipo de experimentos. Las

preguntas generadas fueron las siguientes:

(Si las poblaciones de una misma especie, presentan un bajo flujo genético, es posible que
respondan diferencialmente a métodos de controles quimicos y/o bioldgicos?

Con S. frugiperda, se evalud si existian diferencias en la respuesta de tolerancia de los bio-
tipos de maiz y arroz a insecticidas (Rios-Diez y Saldamando, 2011), y a su vez si existian
diferencias en esta respuesta en los biotipos de maiz y arroz a endotoxinas del Bacillus thu-
ringensis con la exposicion de sus larvas a estos compuestos (Rios-Diez ef al., 2012). Estos
dos estudios se pudieron llevar a cabo dada la facilidad del mantenimiento del pie de cria del
insecto en condiciones de laboratorio y se explican en el sexto capitulo del libro.

Finalmente, la Gltima pregunta de investigacion que se responde en este libro es la siguiente:
Es posible que nos encontremos con especies cripticas en un cultivo y no con una especie

que exhiba diferentes polimorfismos?




Respecto a este tema, un estudio filogenético fue realizado en la tesis de doctorado de la estu-
diante Daniela Cano Calle, que se enfocd en estudiar las especies de trips encontradas en el
cultivo de aguacate antioquefio. Estos insectos, hacen parte del orden Thysanoptera, suborden
Tenebrantia, y se caracterizan por ser especies cripticas, en este caso, la pregunta de investiga-
cion fue de caracter macroevolutivo, puesto que se contaban con especimenes de un pequeiio
tamafo propio del grupo, que presentaban una gran similitud morfoldgica, pero diferencias
marcadas en su patrén de coloracion corporal. Para llevar a cabo esta investigacion, se reali-
zaron colectas de adultos, en cultivos de aguacate, que fueron llevados al laboratorio con el
fin de separarlos por morfotipos y diferenciarlos con la ayuda de un taxénomo experto. Mas
adelante, se realizd una secuenciacion parcial del gen mitocondrial CO! y una secuenciacion
de la region /7S para llevar a cabo una filogenia (para cada marcador molecular) y el reconoci-
miento de siete especies asociadas al cultivo de aguacate en un trabajo que publicéd Calle-Cano
et al., (2021). Varias investigaciones sobre la filogenia y biologia evolutiva de los trips se han
realizado en el mundo, puesto que estos insectos atacan una gran cantidad de cultivos en paises
de América y Asia, por lo que para la realizacion del trabajo producido por Cano-Calle et al.,
(2021) se tenia buena referencia bibliografica. Los resultados de este estudio, se explicaran en
el séptimo capitulo del libro.

Todos estos trabajos de investigacion hacen parte de este libro que tiene como proposito mos-
trar diferentes herramientas de la genética de poblaciones, biologia molecular, morfometria
geométrica, biologia evolutiva y sistematica con el fin de tener un conocimiento mas profundo
del proceso de especiacion y de adaptacion de plagas de importancia econémica en el pais.
Ademas, de realizar investigaciones relacionadas con el manejo del insecto y la determinacion
de las concentraciones que pueden producir resistencia en las larvas de S. frugiperda en condi-

ciones de laboratorio.

Es importante mencionar que la mayoria de las investigaciones, que aparecen en este libro, se
concentraron en el andlisis de la genética de las poblaciones de las plagas mencionadas, poste-
riormente los analisis de aislamiento reproductivo, seguido del analisis de resistencia a contro-
les quimicos y biolégicos y la filogenia. La mayoria de trabajos mostrados se han enfocado en
S. frugiperda, puesto que con esta polilla se ha venido trabajo desde el afio 2005 hasta el 2017,
en diversas tesis de Maestria de la Universidad Nacional de Colombia, sede Medellin, mientras
que el trabajo realizado con T solanivora y los trips del aguacate fueron basados en dos tesis
de doctorado de la misma universidad, mas recientemente ya que con 7. solanivora se trabajo
desde 2011 hasta 2015 y con los trips desde 2017 hasta 2022.
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1.1 Spodoptera frugiperda (J. E. Smith) introduccién
general

Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae), también llamado FAW
(fall army worm) a nivel mundial y gusano cogollero en Colombia, es un insecto holometabolo
y a su vez un insecto tropical endémico del hemisferio occidental. La especie, tiene un rango
de distribuciodn, en el hemisferio occidental, desde Argentina hasta Estados Unidos y Canada
(Pashley et al., 2004; Busato et al., 2004; Clark et al., 2007; Nagoshi y Meagher, 2003, 2004;
Cano-Calle et al., 2015). S. frugiperda es considerada una plaga primaria de los cultivos de
maiz y secundaria en el algodon, el arroz y algunas hortalizas en Brasil, Colombia y Estados
Unidos (Pashley, 1986; Busato et al., 2004; Calle-Cano et al., 2015). Fue reportada por pri-
mera vez en Africa en 2016 y en dos afios expandi6 su rango de distribucién en la mayoria
de los paises de la zona del Sahara de este continente, entre ellos Ghana, Sur Africa, Nigeria,
Benin y Togo (Goergen et al., 2016; Cock et al., 2017; Nayyar et al., 2021). La invasion de S.
frugiperda a el hemisferio oriental, se sugiere que ocurrié por movimiento de material vegetal
contaminado (con huevos o larvas) de hibridos entre los dos biotipos, desde los Estados Unidos
al continente africano ya que sus poblaciones fueron comparadas con secuencias del insecto
de diversos paises del mundo, encontradas en el Genbank y Bold y (Cock et al, 2017). No
obstante, recientes investigaciones ponen en duda el origen de S. frugiperda en el Hemisferio
Oriental, argumentando que la invasion la generd poblaciones del biotipo de maiz (Yainna et
al., 2022; Fiteni et al., 2022). Entre los afnos de 2018 y 2019, S. frugiperda fue reportada en
India y rapidamente se propago a paises del Pacifico asiatico incluyendo a Corea, Japon y Aus-
tralia en menos de un afo (Nayyar et al., 2021). La capacidad de migracion del insecto, no solo
se debe a la capacidad de dispersion de los adultos, sino también a su polifagia, permitiendo

una rapida adaptabilidad a nuevos habitats (Nayyar ef al., 2021).

Estudios relacionados con la fisiologia y la genética de los biotipos de S. frugiperda fueron lle-
vados acabo en Estados Unidos, puesto que, al colectar larvas del insecto de cultivos de maiz y
arroz, y al mantenerlas en una colonia en condiciones de laboratorio, Pashley (1986) noto que
su ciclo de vida era diferente, al igual que su comportamiento de alimentacion dependiendo
del hospedero, por ello empleo los marcadores bioquimicos de aloenzimas y encontrd que el
biotipo (maiz) presentaba las esterasas B, C y D, mientras que el biotipo (arroz) presentaba
las esterasas E y F. Posterior a la identificacion bioquimica con aloenzimas, realizada por esta
autora, otros marcadores fueron utilizados para caracterizar las poblaciones de los biotipos del
insecto, molecularmente. Entre ellos se encuentran: una PCR-RFLP con la enzima Mspl que
genera cortes en el gen del citocromo oxidasa I (COI) produciendo dos fragmentos digeridos de
497 pby 72 pb en el biotipo maiz y ninguna digestion en el biotipo arroz (Levy et al., 2002; Vé-

lez-Arango et al., 2008). Adicionalmente, pueden ser diferenciados con una PCR de una region



en tandem del ADN nuclear denominada FR (“for rice strain”, biotipo arroz) que produce
amplificaciones de peso molecular mayores a 500 pb en el biotipo arroz y de 0 a 3 bandas por
debajo a las 500 pb en el biotipo maiz (Nagoshi y Meagher, 2003 a, 2004). Otro marcador mas
utilizado hoy en dia, para la identificacion de los biotipos, esta basado en la secuenciacion del
gen TPI (Triosa fosfato isomerasa) que es un gen ligado al cromosoma Z por lo que se detecta
mas facilmente en hembras (Nagoshi y Meagher 2004;Yannina et al., 2022). Este gen produce
unas amplificaciones en el biotipo de maiz diferentes a las amplificaciones en el biotipo de
arroz, y adicionalmente puede ser secuenciado. Por ello, se ha usado en combinacion con los
marcadores de PCR RFLP del gen CO! 'y las amplificaciones del gen FR (Nagoshi y Meagher,
2004) para la identificacion molecular de los biotipos del insecto. Este Gltimo trabajo se baso
en la estandarizacion de unos microsatélites en S. frugiperda de poblaciones de los Estados
Unidos, que incluyeron a Texas, Mississippi y también a Puerto Rico y Brasil puesto que estos
marcadores, presentan una alta variabilidad genética y permiten estudiar la migracion actual

del insecto.

Respecto a los estudios de filogeografia realizados con genes mitocondriales (COI, COIl, ND1I)
y nucleares (/7S5-1) en poblaciones del insecto de los Estados Unidos y Brasil (Lewter et al.,
2006; Nagoshi et al., 2006; Nagoshi et al., 2007 a 'y b; Nagoshi y Meagher, 2008; Nagoshi et
al., 2008). Lewter et al., (2006), encontraron con el uso un fragmento de 608 pb de los genes
mitocondriales COI tRNA-leu COIlI, empleado que 71 individuos de S. frugiperda colectados
en los estados de Arkansas, Florida, en Los Angeles y Mississippi (Estados Unidos) se diferen-
ciaron en siete haplotipos, tres de ellos pertenecientes al biotipo de maiz (C1, C2 y C3) y cuatro
al de arroz (R1, R2, R3 y R4). Lewter et al. (2006), ademds encontraron que las poblaciones
de biotipos de Arkansas y Florida estaban estructuradas genéticamente (F = 0.493, p<0.001)
por lo que sus poblaciones no alcanzan a estar en contacto en los periodos de inmigracion del
insecto durante el invierno. Nagoshi et al. (2007 a) posteriormente, secuenciaron el gen mi-
tocondrial COI a partir de muestras de larvas y adultos colectadas en Brasil Texas y Florida.
Ellos utilizaron 73 individuos para realizar un analisis filogeografico y encontraron que la dis-
tribucion de los haplotipos no muestra especificidad hacia las plantas hospederas (maiz, sorgo,
algoddn y pastos), como tampoco por las estaciones en las que fueron muestreados, por lo que
este bajo nimero de individuos no permiti6 establecer la asociacion a las plantas hospederas de

maiz y arroz en las que se encuentran sus biotipos.

Posteriormente, estudios de secuenciacion de poblaciones de S. frugiperda se han realizado en
otros continentes, incluyendo paises del Africa, Asia y Australia (Goergen et al., 2016; Cock et
al., 2017; Nagoshi et al., 2019; Acharya et al., 2021) demostr6 que hoy en dia la secuenciacion
del gen COI'y de un nuevo gen identificado por Nagoshi et al. (2010) ligado al cromosoma se-
xual X, el gen TPI son los mas adecuados para la identificacion de los biotipos de S. frugiperda

en el mundo, esto dado que permiten realizar rastreos de movimientos de poblaciones entre




diferentes paises al emplear las bases de datos existentes en el Genbank (Yainna et al., 2021).
Hoy en dia, se conoce que, esta plaga ya se encuentra distribuida en el mundo entero por lo
que la necesidad de encontrar una estrategia de manejo cada dia es mas urgente. Dentro de los
trabajos mas recientes realizados en el insecto, se encuentran un estudio sobre la evolucion y
proceso de adaptacion de los biotipos de S. frugiperda a sus hospederos con el uso de la geno-
mica de sus poblaciones (Fineti et al., 2022), con ello, los investigadores encontraron que la
mayoria de genes que explican la asociacion de los biotipos a los cultivos de maiz y arroz, se
encuentran en el cromosoma sexual Z, ademas ellos aseguran que la evolucion del aislamiento
reproductivo del insecto se encuentra explicada por la existencia de tres genes que se encuen-
tran en los cromosomas 12, 24 y 29 (cromosoma sexual). Finteni et al. (2022) adicionalmente
concluyeron que la asociacion de los biotipos de maiz y arroz a estos hospederos explica su
gran diferenciacion genética, por lo que la adaptacion a éstos, es la base de su proceso de espe-
ciacion. Estas conclusiones se obtuvieron de un andlisis de componentes principales (PCA) ba-
sado en la comparacion de genomas de S. frugiperda (de poblaciones del hemisferio occidental
y oriental). Otro trabajo reciente realizado por Yainna ef al. (2022) demostr6 que el origen de
S. frugiperda en el hemisferio oriental pudo haber sido multiple (y por individuos del biotipo
de maiz), por lo que la especie pudo encontrarse en el Africa antes de 2016, no obstante, el
insecto no tenia altas densidades poblaciones, antes del afio 2016, los autores concluyeron que,
con el tiempo, las poblaciones del insecto se incrementaron rapidamente en este continente.
Para ello, estos autores realizaron comparaciones de genomas de S. frugiperda de poblaciones
del hemisferio occidental (México, Guyana Francesa, Estados Unidos, Guadalupe, Brasil) y
del hemisferio oriental (Benin, Ugya, India, China, Malawi) y encontraron que el genoma del
biotipo de maiz es el mas frecuente y que se subdivide en dos grupos mitocondriales, uno de
ellos se asocia al genoma de una poblacion de México, ademds observaron que los genomas
de ambos biotipos se distribuyen de manera simpétrica en todo el mundo, por lo que soporta la
teoria de especiacion simpatrica en la especie. Adicionalmente, en el afio 2017 se produjo, la
primera publicacion de las secuencias gendmicas de los biotipos de maiz y arroz de este insecto
con las que se logrd determinar su tiempo de divergencia de 2 millones de afios (Gouin et al.,
2017), demostrd que los andlisis gendmicos estan produciendo una informacion mas répida y

certera de la evolucion de este insecto.

La primera identificacién molecular de los biotipos de S. frugiperda realizado en Colombia en
poblaciones del insecto del departamento del Tolima y un analisis de asociacion a sus plantas
hospederas se llevo a cabo desde el afio 2005. Para la realizacion de esta investigacion, se em-
pled una PCR-RFLP del gen mitocondrial de la Citocromo Oxidasa I (COI) y una PCR de la
region en tdndem FR (For Rice) evidenciando que el biotipo de maiz se encuentra con mayor
frecuencia en los cultivos de maiz, seguido de algodon y sorgo y que el biotipo de arroz, se
encuentra con mayor frecuencia en arroz, seguido de maiz, algodon y sorgo (Vélez-Arango et

al., 2008). En este trabajo, igualmente se comprob6 que hay una diferenciacion poblacional




significativa, indicd que presentan un bajo flujo genético entre los cultivos de maiz, sorgo y
algodon con respecto a los cultivos de arroz (Phi, = 0.41, p<0.001 para COI Phi, = 0.19,
p<0.001 para FR), posiblemente por diferencias en el comportamiento de oviposicion de las

hembras dependiendo del hospedero (Saldamando y Vélez-Arango, 2010).

En un segundo trabajo, se llevo a cabo un analisis de la filogeografia de S. frugiperda, con el
uso de la secuenciacion parcial del gen mitocondrial de la Citocromo Oxidasa I (COI) con el
uso de 102 larvas colectadas en cultivos de maiz, algoddn, sorgo, y arroz en los departamentos
de Antioquia, Cérdoba, Meta y Tolima. Salinas-Hernandez y Saldamando (2011) encontraron
que, los individuos secuenciados se distribuyen en 43 haplotipos, siendo los haplotipos 1 y 4
los més frecuentes y colectados en cultivos de maiz, algodon y sorgo, por lo que representaron
al biotipo de maiz de esta polilla. Por otro lado, se encontrd que hay diferenciacion genética
entre las poblaciones de este insecto de Colombia y Estados Unidos puesto que un andlisis de
varianza molecular AMOVA, calcul6 un valor de F = 0.7681 con p<0.0001.

En el tercer estudio sobre la identificacion de biotipos de este insecto fue realizado por Ca-
no-Calle et al. (2015). En esta investigacion, los autores ampliaron el trabajo realizado por
Vélez-Arango et al. (2008) puesto que incluyeron muestras del insecto en los departamentos
donde genera mas pérdidas econdmicas (Cordoba, Meta, Tolima y Valle del Cauca). Cano-Ca-
lle et al. (2015) utilizaron los mismos marcadores estandarizados previamente por Vélez-Aran-
go et al. (2008) y analizaron 348 larvas colectadas en los departamentos de Cordoba, Meta,
Tolima y Valle del Cauca, en cultivos de maiz, algodon, sorgo, caia de azlicar y arroz. En
este estudio se encontrd que los biotipos, presentaron una diferenciacion genética significativa
(Phi, = 0.376, gl= 13,370, p<0.001, para el gen COI Phi, = 0.50, gl = 13, 354, p<0.001, para
el gen FR), por lo que el flujo genético entre éstos es bajo. Las dos poblaciones de estos bioti-
pos se encontraron en todos los departamentos muestreados, no obstante, el biotipo de maiz se
encontrd asociado al maiz, algodon sorgo y cafia de azucar, mientras que el biotipo de arroz al

arroz y pastos demostrd que la asociacion al hospedero se presenta de manera ubiquita.

1.2 Spodoptera frugiperda investigaciones sobre la
genética del insecto realizadas en Colombia

Como se menciond con anterioridad, S. frugiperda es una especie polifaga, por lo que su capaci-
dad de dispersion es muy amplia debido a que se alimenta de una gran cantidad de hospederos,
alrededor de 350 especies de plantas, (Montezano et al., 2018). En Colombia, la mayoria de
las investigaciones realizadas en este insecto han sido enfocadas en estudios relacionados con

la mejora de su control. Sin embargo, estudios llevados a cabo desde el afio 2005, en la linea




de investigacion “Ecologia y Evolucion de Insectos™ del grupo Biotecnologia Vegetal UNAL-
MED-CIB, se enfocaron en estudiar su genética de poblaciones y en general la evolucion de la

especie, dados los hallazgos encontrados en los Estados Unidos por Pashley Prowell desde 1986.

Para la ejecucion de las investigaciones, se llevo a cabo un estudio sobre la identificacion
molecular de los biotopos de maiz y arroz de S. frugiperda, desde el afio 2005 hasta el 2007,
en el departamento del Tolima. En este departamento, se realizaron colectas al azar de larvas
de diferentes estadios, en los cultivos de maiz (Zea mays L.), algodon (Gossypium hirsutum),
arroz (Oryza sativa), sorgo (Sorghum spp.), sorgo dulce (Sorghum bicolor (L.) Moench) y en
algunos casos pasto mulato (Brachiaria hibrida cv. Mulato II). Posteriormente, en otra investi-
gacion realizada desde 2008 hasta 2012, se colectaron de nuevo larvas, en los departamentos de
Antioquia, Cordoba, Meta, Tolima y Valle del Cauca, en los mismos cultivos mencionados con
anterioridad, pero en Antioquia solo se muestreo en cultivos de maiz y en el Valle del Cauca
se incluyo el cultivo de cafia de azlcar (Saccharum officinarum). Las larvas fueron escogidas
dado que su capacidad de dispersion es baja comparada con sus adultos, por lo que en analisis
de asociacion a su planta hospedera tendria mas veracidad, por ello, los muestreos se produje-
ron en los tejidos vegetales de hojas y cogollos, dependiendo del cultivo (Vélez-Arango et al.,
2008; Saldamando y Vélez-Arango, 2010).

Para la tesis de Maestria de Ana Maria Vélez-Arango, se emplearon las larvas colectadas, du-
rante los afios 2006 y 2007, y se llevo a cabo la primera investigacion sobre la genética de S.
frugiperda, en el departamento del Tolima. Para ello, se muestrearon diversas fincas en las que
se producian cultivos de maiz, algodon, sorgo y arroz y a partir de las mismas se realizaron
analisis moleculares. Esta tesis origino dos articulos: Vélez-Arango ef al. (2008) y Saldaman-
do y Vélez -Arango (2010). Adicionalmente, para el desarrollo de esta tesis, las larvas de este
insecto fueron enviadas al laboratorio de biologia molecular y previo al analisis genético fue-
ron identificadas con el uso de claves taxondmicas, usando diferentes caracteres morfologicos
diagnostico de S. frugiperda (Todd y Poole 1980). En el trabajo de Vélez-Arango ef al. (2008),
se estandarizé la metodologia de extraccion del ADN de las larvas del insecto, siguiendo un
protocolo de CTAB. Estos autores, ademas demostraron la utilidad del uso de la combinacioén
de los marcadores de PCR-RFLP del gen del citocromo oxidasa I, COIl y la PCR del gen nu-
clear FR (For Rice) para la identificacion de los biotipos de esta especie. Los resultados del
analisis molecular obtenidos fueron comparados con los trabajos de Nagoshi y Meagher (2003,
2004). También comprobaron que la PCR RFLP del gen mitocondrial COI produjo digestiones
de ADN de un fragmento de 569 pb en dos fragmentos de 497 pb y 72 pb generados con la
enzima de restriccion Mspl identificando individuos pertenecientes al biotipo de maiz exclusi-
vamente (figura 1.1), y corroborando los resultados de Levy ef al. (2002), Nagoshi y Meagher
(2003 a) al producir los mismos productos de amplificacion y digestion. Por otro lado, los

cebadores FRa-FR2 de la region en tandem FR del ADN nuclear produjeron una escalera de




bandas electroforéticas por encima de los 500 pb en muestras larvales que fueron identificadas

como biotipo de arroz (figura 1.2).

Figura 1.1 Amplificacion de los productos de PCR-RFLP del gen mitocondrial COI (569 pb) y sus
respectivas digestiones con la enzima de restriccion Mspl (497 pb). M: Marcador de Peso Molecular,
lineas 1, 2, 5 y 6: biotipo de maiz (presentan digestion), lineas 3, 4, 7 y 8: biotipo de arroz (no presentan
digestion), C-: Control Negativo, C+: Control Positivo (Tomado de la tesis de Maestria de Ana Maria
Vélez-Arango).

Figura 1.2 Amplificacion de los productos de PCR de la region FR del ADN nuclear. M: Marcador
de Peso Molecular, lineas 1, 5 y 6: biotipo de arroz (fragmentos por encima de 500 pb), lineas 2, 3, 4,
7, 8 y 9: biotipo de maiz (fragmentos menores a 500 pb), C-: Control Negativo, C+: Control Positivo.
(Tomado de la tesis de Maestria de Ana Maria Vélez-Arango).
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Vélez—Arango et al. (2008) ademas encontraron una asociacion de los biotipos de S. frugiper-
da por cultivo, ya que el biotipo de maiz se encontr6 principalmente en los cultivos de maiz,
algodon y al sorgo y el biotipo de arroz, en el cultivo de arroz (Tabla 1.1). Para demostrar esta
distribucion de biotipos por hospedero, se realizd una prueba de independencia o tabla de con-
tingencia (prueba chi cuadrado) que se emplea cuyo los datos analizados a evaluar se encuen-
tran diferenciados en categorias, y en este caso, las categorias eran constituidas por los biotipos
del insecto y por cada cultivo donde fueron colectados (Vélez-Arango et al., 2008; Saldamando
y Vélez-Arango, 2010). Esta prueba fue estadisticamente significativa, segin los resultados

obtenidos en la tabla de contingencia, por lo que el biotipo de maiz muestra asociacion a tres
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cultivos y el de arroz a un cultivo principalmente. Ademas, se logro6 identificar individuos hi-
bridos entre los biotipos, indicé que ambos se cruzan en la naturaleza, especialmente los cruces
ocurren entre las hembras del biotipo de arroz con machos del biotipo de maiz, dados los valo-

res de los hibridos clasificados como +/+.

Tabla 1.1. Tablas de contingencia para los marcadores moleculares COI, FR y los dos marcadores en
conjunto para determinar distribucion diferencial de los biotipos de S. frugiperda y sus hibridos en los
cultivos de maiz, algodon, sorgo y arroz. (Tomado de Tesis de Maestria de Ana Maria Vélez Arango).

Biotipo por Marcador Cultivo Total  * Gl
Maiz  Algodon Sorgo Arroz

Marcador COIL

Maiz 80 57 31 11 179

Arroz 22 10 6 36 74 63.5% 3

Marcador FRa

Maiz 64 55 31 16 166

Arroz 38 12 6 31 87 34.61% 3

Marcadores COI + FRa

Maiz 60 48 28 7 143

Arroz 17 3 3 26 49

Hibrido ++ 21 9 3 4 37

Hibrido — 4 7 3 10 24 76.64% 9

Figura 1.3 Dendrograma basado en la distancia genética de Nei con el método de UPGMA para el
marcador COI. (Tomado de la tesis de Maestria de Ana Maria Vélez Arango).
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Esta misma asociacion de los biotipos por planta hospedera, se logr6 observar en un analisis
adicional para demostrar la distribucion de los biotipos por cultivo, producido por los dendro-
gramas UPGMA con distancias de Nei, (figura 1.3, 1.4). Ya que el biotipo de maiz se encontrd
agrupado en los cultivos de maiz, algodon y sorgo y el biotipo de arroz agrupado dentro del
cultivo de arroz. Sin embargo, las topologias de ambos dendrogramas son diferentes, debido
a que en el primero (del marcador COI) se asocian mas cercanamente las larvas colectadas en
maiz y sorgo y después algodon y en el segundo (del marcador FR), las larvas colectadas en

algodon y sorgo y después en maiz.




Los dendrogramas que aparecen en las publicaciones de Vélez -Arango ef al. (2008) y Salda-
mando y Vélez-Arango, (2010) se basaron en los resultados de la tesis de Ana Maria Vélez
en la cual se emplearon las distancias genéticas de Nei para cada marcador molecular (en este
caso COIl y FR) y entre poblaciones pareadas. Estas distancias de Nei pueden ser utilizadas
en marcadores moleculares binomiales, como los empleados por estos autores y también en
caracteres multinomiales como lo son los marcadores de microsatélites (Hedrick 2005; Peakall
y Smouse, 2006). Las distancias posteriormente, se utilizaron para generar unos dendrogramas
de distancias UPGMA basados en las distancias aritméticas ponderadas entre poblaciones (Nei
y Kumar, 2000). Estos arboles reflejan la cercania genética entre las poblaciones evaluadas y
en los andlisis realizados con los biotipos de S. frugiperda es claro que el biotipo de maiz se
encuentra distribuido en los cultivos de maiz, algodon y sorgo, mientras que el biotipo de arroz,

en cultivos de arroz.

Figura 1.4 Dendrograma basado en la distancia genética de Nei con el método de UPGMA para el
marcador FR. (Tomado de la tesis de Maestria de Ana Maria Vélez Arango).
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Adicionalmente, un trabajo posterior, basado en la tesis de Maestria de Daniela Cano Calle, se
llevo a cabo un estudio sobre la identificacion de los biotipos de S. frugiperda en otros departa-
mentos de Colombia, con el fin de evaluar si ambos tenian una distribucion ubiquita en el pais
y en los mismos cultivos como lo encontrado en el departamento del Tolima. Esta tesis origino
el articulo de Cano-Calle ef al. (2015) en el que se emplearon aproximadamente 238 larvas del
insecto colectadas en cultivos de maiz, algodon, sorgo, caia de azucar y arroz originarias de
los departamentos de Cordoba, Meta, Tolima y Valle del Cauca (que fueron colectadas durante
los afios 2008 al 2011) para los analisis moleculares. Ellos realizaron una extraccion de ADN
con el método CTAB larvas del insecto, basados en el protocolo de Vélez-Arango et al. (2018).
Posteriormente, emplearon los marcadores moleculares PCR -RFLP del gen del citocromo oxi-
dasa I (COI)y del gen Sacl y una PCR del gen FR molecular basados en los trabajos previos de
Vélez-Arango et al. (2008). Ademas, utilizaron el marcador Sac/ en casos donde la amplifica-
cion del gen FR no se pudo realizar, por lo que lograron identificar los biotipos con un método
adicional al empleado por Vélez-Arango ef al. (2008). Con el fin de realizar una prueba esta-
distica para demostrar la asociacion a la planta hospedera para cada biotipo, Cano -Calle et al.

(2015) también realizaron una tabla de contingencia, la cual gener6 resultados significativos,




en cuanto a la distribucion de los biotipos de maiz y arroz por cultivo, corroborando el trabajo
previo realizado en el departamento del Tolima. Ademas, evidenciaron que el biotipo de maiz
también se alimenta de los cultivos de cafia de azicar del departamento del Valle del Cauca, lo
cual es un resultado novedoso puesto que fue el primer reporte de asociacion de este biotipo en
este cultivo (Tabla 1.2).

Tabla 1.2. Tabla de contingencia para los marcadores moleculares COI, FR y los dos marcadores en
conjunto para determinar la distribucion diferencial de los biotipos e hibridos de S. frugiperda en los
diferentes cultivos (Tomado de la tesis de Maestria de Daniela Cano Calle).

Marcador COI Maiz  Arroz Sorgo dulce Pasto Algodén Sorgo Caiia P

Maiz 91 22 24 7 16 56 19 <0.0001
Arroz 14 29 0 28 11 4 2

Marcador Fr-a/Sacl

Maiz 123 21 24 7 17 54 21 <0.0001
Arroz 6 30 0 27 10 6 0

Marcadores en conjunto

Maiz 117 20 24 7 17 54 19 <0.0001
Arroz 6 21 0 27 9 3 0
Hibrido (++) 1 6 0 0 0 3 0
Hibrido (—) 7 4 0 0 1 0 2

Figura 1.5 Dendrograma basado distancias pareadas de F . y el algoritmo UPGMA para el marcador
COL. (Tomado de la tesis de Maestria de Daniela Cano Calle).
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Figura 1.6 Dendrograma basado en distancias pareadas de F_ y el algoritmo UPGMA para el marcador
FR. (Tomado de la tesis de Maestria de Daniela Cano Calle).

Valle (maiz)

Valle (caiia de dazucar)
Valle (5orgo)

Meta (maiz)

Meta (sorgo)

Cordoba (maiz)

Cordoba (sorgo dulce)
| Tolima (maiz)
Cérdoba (arroz)
— Cordoba (algoddn)
4{ Cardoba (sorgo)
Meta (arroz)

- Cérdoba (pasto mulato)
L

Valle (arroz)

Adicionalmente, Cano-Calle ef al. (2015) también estimaron unos dendrogramas UPGMA y
la distancia de F_ con los dos marcadores moleculares mencionados y corroboraron los re-
sultados de Vélez-Arango et al. (2008) (figura 1.6, 1.7) puesto que mostraron claramente la
asociacion de cada biotipo a los hospederos y los departamentos muestreados, por lo que, en
Colombia, el biotipo de maiz se encuentra mas abundantemente en cultivos de maiz, algodon,
sorgo y cafia de azlcar y el biotipo de arroz, principalmente en arroz y pastos. En el estudio
realizado por Cano -Calle et al. (2015), se emplearon los valores de distancias de F pareadas
como reemplazo del uso de las distancias de Nei debido a que mostraron con mayor claridad las
diferenciaciones genéticas halladas en las poblaciones de S. frugiperda en los diversos cultivos

muestreados en Colombia.

En las tesis de Ana Maria Vélez y Daniela Cano, se realizaron estimaciones de analisis de va-
rianza molecular (AMOVA) para los dos marcadores moleculares evaluados, y para este tipo de
pruebas AMOVA, se requiere estimar la variacion genética al interior de una poblacion, entre
poblaciones y en la poblacion total (Peakall y Smouse, 2006). Sin embargo, debido al caracter
binario de los marcadores COI'y FR para cada biotipo, no fue posible estimar la variabilidad
genética dentro de las poblaciones de los biotipos, debido a que solo muestran bandas de diges-
tion o amplificacion de presencia y/o ausencia por biotipo. Por ello, la prueba AMOVA y sus
resultados se mostraran con mayor énfasis en este libro, en el trabajo de tesis de Haidy Salinas

Hernandez, quien analiz6 secuencias del gen COI en muestras de S. frugiperda.

En general y desde el punto de vista agrondmico, los resultados obtenidos sobre la asociacion

de los biotipos de S. frugiperda a los cultivos analizados en estas dos tesis de Maestria, puede




deberse a que, en Colombia, la produccion de cultivos de maiz, algodon, arroz y sorgo implica
una rotacion que se realiza en cada semestre para evitar la sincronia entre el ciclo de vida de
las plagas (en particular S. frugiperda y Pectinophora gossypiela (Lepidoptera, Gellechidae)) y
sus hospederos. En el primer semestre del afo, en Colombia, se producen los cultivos de maiz,
sorgo y arroz en los departamentos del Tolima y Valle del Cauca y algodon en Cérdoba y Meta.
En el segundo semestre, el algodon se siembra en el Tolima y Valle del Cauca y los otros cul-
tivos se producen en Cérdoba y Meta, a excepcion del algodon en el Tolima (Vélez-Arango et
al., 2008). En el Valle del Cauca, el cultivo de cana de aztcar es sembrado en ambos semestres
del afio ya que es el principal cultivo producido en este departamento de Colombia y por ello,
se cree que el biotipo de maiz se encontrd asociado a esta planta hospedera principalmente,
debido a la ausencia de los otros cultivos en esta zona del pais (Cano-Calle et al., 2015). La
rotacion de cultivos, por ende, genera la necesidad de dispersion de los biotipos de S. frugiper-
da en los cultivos en los que fueron identificados dados los cambios en su oferta alimenticia.
No obstante, el insecto es polifago, por lo que mas plantas hospederas pueden ser una nueva

alternativa de alimentacion y oviposicion de las hembras de sus poblaciones.

Por otro lado, alternativamente a los estudios sobre la identificacion de los biotipos de S. fru-
giperda en Colombia, un articulo realizado por Salinas-Herndndez y Saldamando (2011), se
baso en un andlisis filogeografico de la especie por medio de una secuenciacion parcial del gen
del citocromo oxidasa I, COI. Un analisis de filogeografia se enfoca en evaluar la diferencia-
cion genética de las poblaciones naturales de una especie y determinar si un evento geografico
influyd en dicha diferenciacion y para ello se evidencian eventos geologicos y relaciones de
ancestria entre los miembros de las poblaciones de una especie (Freely, 2005). Este tipo de ana-
lisis generalmente emplean secuencias parciales de genes mitocondriales en insectos y genes
nucleares en plantas dada su herencia materna, por lo que el efecto de la recombinacion gené-
tica no influye en su variacidon genética y permite realizar un estudio detallado de los patrones
migratorios de las poblaciones y sus origenes de manera matrilineal (Freely, 2005; Hedrick,
2004). Con la filogeografia se puede determinar la variacion genética de una poblacion con
el uso de estimadores como el nimero de haplotipos (h), la diversidad haplotipica (Hd), el
nimero de sitios segregantes (S), el polimorfismo nucleotidico (r), la diversidad nucleotidica
(©), el tamaiio efectivo de una poblacion (Ne), y a su vez determinar su una poblacion sufrio
de contraccion, expansion reciente después de un efecto de cuello de botella o si su tamaiio
permanece constante con el test de Tajima (Nei y Kummar 2000; Freely 2005). Todos los esti-
madores mencionados, reflejan diferentes maneras de evaluar la variabilidad genética de una
poblacién teniendo en cuenta los cambios mutacionales de los cuatro nucleodtidos (A, T, C,
G), en un sitio polimorfico, los cambios de los sitios segregantes (S) que tienen relacion con
los cambios mutacionales relacionados con el promedio de cambios nucleotidico por secuen-
cia (k), la identificacion de un haplotipo (h) que se refiere a una secuencia Unica compartida

por varios individuos de una misma poblacion, los polimorfismos, diversidad nucleotidica y




el tamafio efectivo de la poblacion que son dos estimadores relacionados entre si, al tener en
cuenta la proporcion de cambios nucleotidos en la secuencia y en la muestra poblacional (Nei
y Kummar, 2000). Todos estos estimadores, como la teoria bésica de la filogeografia, se ba-
san en el principio evolutivo de coalescencia, la cual permite realizar un analisis historico de
la evolucion de una poblacion al determinar las relaciones de sus individuos con el ancestro
comun mas reciente (MRCA) a través de un rastreo de los alelos que comparten en comun los
ancestros y descendientes y por ello el uso de las secuencias de herencia materna o paterna
son fundamentales (Freely, 2005). Adicionalmente, un analisis filogeografico puede incluir
evaluaciones de la diferenciacion genética entre las poblaciones (AMOVA) cuyos individuos
fueron secuenciados con uno o varios genes mitocondriales, ya que con una secuenciacion se
tiene en cuenta la variacion en cuatro nucleotidos (A, T, C, G), es decir se asume un gen con
cuatro alelos para cada posicion nucleotidica de la secuencia, dentro, entre y en la poblacion
total (Excoffier et al., 1992).

Para la realizacion del andlisis filogeografico, Salinas-Herndndez y Saldamando (2011), uti-
lizaron 102 larvas de S. frugiperda fueron colectadas en los departamentos de Antioquia,
Cordoba, Meta, Tolima y Valle del Cauca de cultivos de maiz, algodon, arroz y sorgo entre
los afios 208 y 2011. Ellas usaron la misma metodologia de extraccion de ADN generada por
Vélez-Arango et al. (2008) y compararon las secuencias de este insecto con 9 secuencias
almacenadas en el Genbank pertenecientes a los Estados Unidos. En sus resultados lograron
diferenciar 43 haplotipos, de los cuales el haplotipo 1, fue el més abundante y represento al
biotipo de maiz puesto que estas larvas fueron colectadas en maiz, algodén y sorgo Por otro
lado, al realizar un anélisis de varianza molecular (AMOVA) para comparar las secuencias
de Colombia vs Estados Unidos, se encontrd que, las poblaciones de ambos paises eran ge-
néticamente diferentes y significativas, por lo que estan estructuradas y no hay flujo genético
entre ellas puesto que su valor de F, = 0.7681 (p<0.0001) (Salinas-Hernandez y Saldamando
Benjumea, 2011)

Los estimadores de diversidad genética del insecto obtenidos por Salinas -Hernandez (2011)
muestran que el nimero de haplotipos encontrados para S. frugiperda es alto ya que se obtu-
vieron 43 haplotipos en 102 muestras de secuencias del gen COI Igualmente, los estimadores
de diversidad haplotipica, sitios segregantes y diversidad y polimorfismo nucleotidicos fueron

altos, demostr6 la rapida variacion genética del gen COI en esta polilla.

Respecto a los cambios en la densidad de las poblaciones de S. frugiperda segln las secuencias
analizadas, los resultados de la prueba de neutralidad de Tajima-Nei mostraron que las pobla-
ciones del insecto del departamento de Antioquia se encuentran en un proceso de expansion
reciente ya que su valor del test de Tajima D, fue negativo (-1.7) y significativo (p<0.0001).

Mientras que las demas poblaciones de los otros departamentos permanecieron con tamafios




efectivos constantes (Nei y Kummar, 2000). Este tipo de analisis se basan en la estimacion del
parametro D, el cual relaciona las variables del polimorfismo nucletidico (©) y la diversidad
nucletotidica (), de tal manera que si D < 0, las poblaciones evaluadas se encuentran en un
proceso de expansion reciente después de un posible cuello de botella, si D > 0, se encuentran
bajo contraccion reciente y D = 0, de tamano constante (Nei y Kummar, 2000). Puesto que el
valor de D en Antioquia es negativo y significativo, se puede suponer que las poblaciones de
S. frugiperda de este departamento de Colombia, se encuentran en un proceso de expansion

reciente (Salinas-Hernandez y Saldamando, 2011).

Como se ha mencionado anteriormente, los marcadores moleculares utilizados en el trabajo de
Vélez-Arango et al. (2008), Saldamando y Vélez-Arango (2010) y Cano-Calle et al. (2015) son
mas utiles para la identificacion de los biotipos que para el andlisis genético de una poblacion,
ya que no proporcionan informacion sobre la variacion genética dentro de cada biotipo y en
un analisis de varianza se requiere evaluar la variacion total, entre y dentro de sus poblaciones
(Freely, 2005). Sin embargo, estos marcadores fueron los mas indicados para la identificacion
de los biotipos de S. frugiperda y la asociacion a la planta hospedera que eran cominmente
utilizados entre los afios 2002 a 2010. Otros marcadores como la secuenciacion del gen mito-
condrial COI (Salinas-Hernandez y Saldamando -Benjumea, 2011) también se han empleado
en poblaciones colombianas de S. frugiperda y fueron ttiles para los estudios de genética po-
blacional, pero no permitieron la diferenciacion de los biotipos ni la realizacion de analisis de
asociacion a plantas hospederas ya que solamente se secuencio un fragmento de casi 600 bp
que corresponde a casi la mitad del tamafio total del gen mitocondrial CO! (aproximadamente
1200 bp) (Nagoshi ef al., 2020).

En México, Rosas et al. (2016) utilizaron Gnicamente la técnica de PCR -RFLP del gen COI
en muestras de S. frugiperda colectadas en cultivos de maiz de siete regiones geograficamente
separadas en el pais y lograron determinar que el 95% de las muestras pertenecian el biotipo de
maiz y el 5% al biotipo de arroz. Estos resultados demuestran que este marcador molecular fue
lo suficientemente Util para identificar los biotipos del insecto en este pais, como lo que ocurrid
en Colombia. Adicionalmente, Juarez ef al. (2012) también utilizaron secuenciacion parcial del
gen COI y encontraron haplotipos de maiz y arroz, pero no encontraron la asociacion de estos
biotipos a ninguna planta hospedera donde se hicieron las colectas en paises como Argentina,
Brasil y Paraguay y en los cultivos de maiz, arroz, alfalfa y sorgo y pastos. No obstante, ellos
no utilizaron un elevado nimero de muestras por cultivo (la genotipificacion por cultivo fue
de 9 a 15 individuos), por lo que este bajo muestreo impide realizar analisis estadistico que
compruebe la asociacion a planta hospedera y a su vez también realizaron un analisis parcial
del gen COL. Por el contrario, tanto Vélez -Arango ef al. (2008) como Cano-Calle et al. (2015)
realizaron tablas de contingencia que sugieren una distribucion diferencial de los dos biotipos

de S. frugiperda en las siete plantas hospederas, con el biotipo de maiz presente principalmente




en maiz, sorgo, sorgo dulce, la cafia de azucar y el algodon, el arroz y el biotipo de arroz pre-
dominante en arroz y pastos y en menor proporcion en los otros cultivos. Resultados similares
fueron reportados por Prowell et al. (2004) en paises como Estados Unidos, Honduras, Puerto
Rico, Guyana Francesa, y algunas islas del Caribe, Busato et al. (2004) en Brasil, y Nagoshi
et al. (2012) en Argentina. Prowell et al. (2004), y Nagoshi et al. (2012) utilizaron un amplio
tamafo de la muestra para analizar la asociacion a la planta hospedera en S. frugiperda en los
biotipos de maiz y arroz a pesar de que todos ellos utilizaron diferentes marcadores molecu-
lares. Un aspecto importante a tener en cuenta ademds del marcador molecular escogido para
un estudio, es el tamafio de la muestra y el estadio del individuo de S. frugiperda para ser ana-
lizado, dado a que todos estos aspectos podrian afectar el resultado obtenido para determinar
la asociacion a planta hospedera. En los estudios hechos en Colombia por Vélez-Arango et
al. (2008), Saldamando y Vélez-Arango (2010), Salinas-Hernandez y Saldamando-Benjumea
(2011) y Cano-Calle et al. (2015), todas las muestras de S. frugiperda consistieron en indivi-
duos en estadio larval ya que los adultos presentan una mayor habilidad de dispersion y existe
una posibilidad considerable de que exista cambios de huésped debido a que en el pais, los
cultivos estudiados se siembran al lado unos de otros, y por lo tanto, todos ellos representan

poblaciones simpatricas para el insecto.

En el caso de la secuenciacion del gen COI, estudios posteriores demostraron que una amplifi-
cacion completa o de mayor tamafio del fragmento permite identificar correctamente a los bio-
tipos de este insecto (Nagoshi ef al., 2020) puesto que desde el afio 2016, Goergen et al. (2016)
evaluaron muestras larvales del insecto colectadas en Benin Nigeria, Sao Tome y Principe y
Togo, encontr6d que la especie S. frugiperda se reporta por primera vez en este continente, al
comparar sus secuencias con las bases de datos del insecto almacenadas en el Genbank. Mas
adelante, Cock et al. (2017) identificaron a S. frugiperda en Ghanay a su vez, encontraron que
el patron migratorio del insecto al Africa se debid a vuelos internacionales de Atlanta (Esta-
dos Unidos) al Oeste Africano (Nigeria) con material vegetal contaminado de huevos, pupas
o adultos del insecto y también de vuelos internacionales de Brasil a Togo. Estos trabajos de
secuenciacion del ADN muestran la relevancia de la filogeografia, ya que permite realizar un
rastreo del origen de la muestra al compararla con bases de datos, particularmente porque los
genes mitocondriales presentan herencia materna. Por ejemplo, Nagoshi ef al., (2019) amplia-
ron el trabajo de Goergen et al. (2016) al incluir muestras larvales de otros paises africanos
como Burundi, Congo, Kenia y Tanzania y realizar secuenciaciones parciales del gen mitocon-
drial COIl'y del gen TPI (Triosafosfato Isomerasa), estos dos marcadores hoy en dia representan

los mejores marcadores diagndstico para identificar los biotipos de S. frugiperda.

Nagoshi et al. (2019) identificaron los dos biotipos de maiz y arroz de S. frugiperda y ademas
lograron reportar que el flujo de la plaga provino desde la Florida (US). Adicionalmente, eva-

luaron las diferencias en la abundancia de los biotipos en el Centro, Este y Oeste del Africa




puesto que ambos biotipos (haplotipos) son igualmente abundantes en Tanzania y Congo (Cen-
tro del Africa), pero el biotipo de arroz es mas abundante en Tanzania y Kenia (Este del Africa),
mientras que en Togo y Sao Tomé (Oeste del Africa) el biotipo de maiz es més abundante que
el de arroz. En América del Norte y del Sur, la frecuencia de los biotipos también difiere ya
que el biotipo de maiz es mas comun que el de arroz. Finalmente, Acharya et al. (2021) tam-
bién utilizaron los mismos marcadores de Nagoshi ef al. (2019) y realizaron secuenciaciones
de muestras larvales de S. fiugiperda del Africa (Ugya, Tanzania, Congo, Zimbawe) y Asia
(Corea, Vietnam, Nepal). Estos autores encontraron que, con los resultados de secuenciacion
del gen COI, el biotipo de arroz es mas abundante que el biotipo de maiz en todos estos paises
y que ambos difieren en 10 sitios polimorficos. Mientras que con la secuenciacion del gen 7P/
encontraron tres subpoblaciones del insecto que estuvieron compuestas por muestras mixtas
de ambos biotipos. La variacion genética de estos dos marcadores basados en estimadores de
diversidad genética como niimero de haplotipos, sitios segregantes, polimorfismo nucleotidico
y diversidad nucleotidica mostr6 en general que hay mas variacion genética en las poblaciones
del Asia que del Africa, indico que el origen de las poblaciones del Asia es el mas reciente.

Recientemente, trabajos relacionados con la secuenciacioén de nueva generacion en S. frugiper-
da han permitido la obtencion del genoma completo de los biotipos del insecto, y a partir del
mismo, se encontrd que la especie tiene 29 cromosomas, y que los biotipos no han presentado
una gran diferenciacion genética, no obstante, la mayor diferenciacion se encontrd en el cromo-
soma sexual Z (Gouin et al., 2017). Ademas, Gouin et al. (2017) determinaron que el tiempo de
divergencia de los biotipos de S. frugiperda es de 2 millones de afios, demostrd que su evolu-
cion es reciente. Posteriormente, un trabajo realizado por Fiteni ez al. (2022) encontrd que tres
genes estan relacionados con la asociacion de los biotipos a sus hospederos maiz y arroz y que
estos se encuentran en los cromosomas 12, 14 y 29, siendo el cromosoma 29 representado por
el cromosoma sexual y este tiene grandes implicaciones en la diferenciacion genética entre los
dos biotipos ya que secuencias del insecto de diversos paises del mundo, incluidos paises del
hemisferio occidental y oriental, han mostrado tener altos valores de F_ relacionados con este
cromosoma. Adicionalmente, otro trabajo reciente de Yainna et al. (2021) también basado en
analisis de la gendmica poblacional de S. frugiperda demostrd que el biotipo de maiz presenta
dos linajes mitocondriales a nivel del gen COI 'y que el marcador TP/ es mas adecuado para la
diferenciacion de los biotipos. Otro aspecto interesante fue el encontrar que el genoma mito-
condrial de este insecto indica multiples invasiones del insecto al hemisferio oriental, mientras
que el genoma nuclear un evento de invasion, particularmente del biotipo de maiz hacia esta
parte del mundo. Estos autores también encuentran que diversos genes de los cromosomas 12,
14 y 29 juegan un papel importante en la diferenciacion genética entre estos biotipos, siendo el
cromosoma 29, el cromosoma sexual Z. Ellos también mencionan la importancia de los genes
del citocromo P450 en la respuesta de resistencia del insecto a controles quimicos, por lo que
estudios futuros de anotacion gendmica y transcriptomica en este insecto deberan ser realiza-

dos en el futuro para la mejora del manejo de la plaga.




1.3 Conclusiones generales de la genética de
poblaciones y filogeografia de S. frugiperda

Los analisis en genética de poblaciones son frecuentemente utilizados para determinar si exis-
ten fuerzas evolutivas afectd las poblaciones naturales (Hedrick, 2004, Freely, 2005). Estos
analisis se basan en el uso de un marcador genético o fenotipico para determinar la variacion
de los alelos o fenotipos de las poblaciones naturales de una especie en campo, puesto que
esta variacion puede ser influenciada por el efecto de una seleccion natural que puede generar
cambios en la frecuencia de los alelos de una poblacion o de poblaciones de una misma especie
por medio de la adaptacion (Hedrick, 2004; Hartl y Clark, 1997). Esta adaptacion puede ser
generada por la relacion existente entre plantas y hospederos, que en este caso son los insectos
y dependiendo de su nivel de especializacion, los insectos pueden presentar una asociacion
evidente con sus hospederos, por ello han sido denominados polifagos (se alimentan de plantas
de diferentes familias o géneros), olig6fagos (se alimentan de plantas de una misma familia o
género) y monofagos (se alimentan de una misma especie o género) (Saldamando, 2016) esto
implica que las poblaciones de los insectos pueden presentar diferentes niveles jerarquicos
de diferenciacion genética (Saldamando, 2010, 2016). En el caso de S. frugiperda, la especie
ha divergido en dos biotipos que son idénticos en su estadio de larva pero que difieren en su
fenotipo en los adultos, ya que la morfometria geométrica del ala ha demostrado que su forma
y tamafio es distinta (ver préximo capitulo) (Cafnas-Hoyos et al., 2014). Los biotipos de este
insecto, en Colombia, se diferenciaron en dos poblaciones, denominadas biotipo de maiz y de
arroz basados en trabajos realizados previamente por Pashley (1986). El biotipo de maiz, se
encontro en plantas de maiz, algodon, sorgo y cafia de azicar en mayor abundancia y el biotipo
de arroz, en cultivos de arroz y pastos. Adicionalmente, se encontraron poblaciones hibridas
entre estos dos biotipos, siendo las mas frecuencias las poblaciones +/+ que posiblemente se
originaron de cruces entre hembras del biotipo de arroz con machos del biotipo de maiz, este
tipo de cruzamiento fue posteriormente corroborado en estudios realizados con el insecto por
Saldamando et al. (2014).

Para la identificacion de estos biotipos, se emplearon los marcadores moleculares de PCR-
RFLP de los genes mitocondriales COI y Sacl y el gen nuclear FR en trabajos publicados
por estudiantes de la Universidad Nacional de Colombia, sede Medellin en los afios 2008,
2010 y 2015. No obstante, en un trabajo realizado en 2011, se utilizo6 la secuenciacion del gen
COI para llevar a cabo un analisis filogeografico de S. frugiperda. De estos trabajos, se puede
concluir que los primeros marcadores fueron ttiles para identificar los biotipos del insecto,
ademas faciles de estandarizan y econdémicos. Sin embargo, no fueron los mejores marcadores
para realizar analisis de genética de poblaciones ya que no permiten realizar una evaluacion de

la variacion genética al interior de una poblacion. Hoy en dia, se emplea con mas frecuencia la




secuenciacion de los genes COl'y del gen TPI ya que existe informacion en bases de datos del
Genbank de haplotipos del insecto de diversos paises del mundo, donde se ha venido reportan-

do la presencia del insecto, desde el afio 2016 en el Africa y en Asia.

La distribucion de los biotipos de S. frugiperda es muy amplia en Colombia, particularmente
en los departamentos donde se cultivan los hospederos donde el insecto ha sido mas reportado.
Esta distribucion y la asociacion a las plantas hospederas no ha sido influenciada por la Cordi-
llera de los Andes como barrera geografica de dispersion poblacional. Ademas, no se ha repor-
tado la influencia de una barrera geografica en la evolucion de estos biotipos a nivel mundial,
por lo que la teoria de especiacion que puede aplicarse a la evolucion de estos biotipos implica
que su diferenciacion se dio en simpatria (Prowell, 1998). En Colombia, la secuenciacion del
gen COI, permiti6 concluir que las poblaciones que mas se mueven en el pais es el biotipo de
maiz, no obstante, los haplotipos no presentaron una diferenciacion genética influenciada por
una barrera geografica, por lo que el comportamiento de polifagia del insecto le permite invadir
diferentes cultivos en el pais y por lo tanto futuras investigaciones deberian enfocarse en iden-

tificar los biotipos de S. frugiperda en otros cultivos y en otras plantas hospederas secundarias.

Por otro lado, los andlisis filogeograficos realizados en S. frugiperda, el estudio realizado en
Colombia fue uno de los pioneros. No obstante, el tamafio del fragmento del gen COI se-
cuenciado, no permitio la identificacion de los biotipos del insecto. De todas formas, se logréd
concluir que el biotipo de maiz presenta mas haplotipos y presenta una mayor dispersion en el
pais. Este gen junto con el gen TP/ hoy en dia son muy utilizados en diversos paises del mundo,
especialmente en Africa y Asia, para establecer el origen de sus muestras y determinar como
ocurre la migracion de esta plaga en estos dos continentes (Nagoshi et al., 2010; Nagoshi et
al., 2019). Esto demuestra la importancia de la genética de poblaciones y de la filogeografia
para monitorear los movimientos de las plagas y establecer nuevas estrategias de su manejo

dependiendo de su acervo genético.

Respecto a la evolucion de los biotipos, un trabajo realizado en el afo 2017 por Gouin et al.
(2017) se baso en el andlisis de secuenciacion de nueva generacion del genoma completo de
S. frugiperda con el uso de muestras colectadas en diversos paises del mundo. Estos autores
concluyeron que los biotipos de maiz y arroz, divergieron hace 2 millones de afios. Esto sig-
nifica que la evolucion de estas poblaciones es reciente. Este tiempo de divergencia puede ser
importante para los resultados obtenidos en los analisis de aislamiento reproductivo entre los
biotipos de este insecto realizados en Colombia, ya que su aislamiento fue parcial (ver mas
adelante), ademas en las estrategias de manejo que requieren estas dos poblaciones puesto
que representan dos entidades biologicas muy diferentes. Adicionalmente, es necesario el uso
de la secuenciacion de nueva generacion o alto rendimiento para realizar analisis gendmicos

poblacionales de S. frugiperda en Colombia, debido a que estudios realizados por Gouin ef al.




(2017), Fineti et al. (2022) y Yainna et al. (2022) han demostrado la relevancia de evaluar los
genomas de los biotipos de maiz y arroz de la especie puesto que encontraron que su tiempo
de divergencia es de 2 millones de afios, por lo que su evolucion es reciente, y que ademas tres
genes estan implicados en la asociacion al hospedero y que se encuentran en los cromosomas
12, 14 y 29, siendo el cromosoma sexual Z uno de los mas relevantes en la asociacion a sus

hospederos y a su diferenciacion genética dado su aislamiento reproductivo.

En sintesis, los resultados relacionados con el uso de la biologia molecular y de la genética
de poblaciones ayudaron en la identificacion de los biotipos de S. frugiperda en Colombia, y
este tipo de investigaciones fueron novedosas en el pais, particularmente en este insecto. Mas
estudios gendmicos deberan ser llevados acabo en nuestro pais, teniendo en cuenta la respuesta
diferencial de los biotipos de Colombia a los insecticidas y a las endotoxinas del Bacillus thu-
ringiensis. Estos tipos de trabajos, ya han comenzado a desarrollarse recientemente en otros
paises del mundo. No obstante, en otros paises, no se han realizado estudios del aislamiento
reproductivo en S. frugiperda, como se muestran en este libro, entre ellos el aislamiento repro-
ductivo postcigdtico entre ellos biotipos (Velasquez-Vélez et al., 2011), el aislamiento com-
portamental entre los biotipos (Saldamando et al., 2014), el aislamiento quimico (Cafias-Hoyos
et al., 2017), la diferencia en la respuesta a endotoxinas del B. thuringiensis (Rios-Diez et al.,

2012) e insecticidas (Rios-Diez y Saldamando, 2011), entre otros.
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2.1 Introduccion a la morfometria geométrica

La morfometria geométrica es un método matematico y estadistico con una base biologica,
que permite separar la variacién morfoldgica causada por factores ambientales, de la variacion
debida al componente genético en un rasgo bioldgico que se desea estudiar (Dujardin, 2008).
La morfometria representa un método rapido y econdmico, ampliamente usado para identificar
especies cripticas de insectos, razas, biotipos o poblaciones (Jaramillo et al., 2015; Soto et al.,
2011; Canas-Hoyos et al., 2014).

Para llevar a cabo un estudio morfométrico, es necesario identificar unos puntos de referencia
o landmarks (LM) sobre la estructura que se planea estudiar de cada individuo y posteriormen-
te convertirlos en coordenadas. Este conjunto de LM determina una figura geométrica de la
estructura analizada en cada individuo que es posteriormente comparada entre individuos de
una misma poblacion o entre poblaciones de una misma especie o hasta entre especies cripticas
(Jaramillo et al., 2015; Soto et al., 2011; Canas-Hoyos ef al., 2014). Un estimador del tamafio
de la figura geométrica, es el tamafio centroide (CS) (Dujardin 2008; Dujardin, 2010). CS se
define como la raiz cuadrada de la suma de los cuadrados de las distancias entre el centroide de
la figura y cada punto de referencia (Bookstein, 1991). Para la realizacion de comparaciones
morfométricas de estructuras y comparar las figuras geométricas, se requiere realizar un ana-
lisis generalizado de Procrustes, el cual superpone cada configuracion de LM sobre una con-
figuracion consenso que resume la variacion geométrica de toda la muestra (Adams y Funk,
1997). Este analisis es necesario en la morfometria geométrica puesto que elimina los efectos
de la escala, orientacion y posicion, dejando unicamente la variacion biologica (Zelditch et al.,
2004), para ello se realizan tres pasos principales: 1. Se ajusta el tamafio de cada configuracion
de LM, dividiendo cada coordenada por el CS. 2. Las configuraciones ajustadas se trasladan
una sobre otra y se superponen haciendo coincidir sus centroides y 3. Se rotan de manera que
la suma de las distancias al cuadrado entre cada punto de referencia y el punto equivalente en la
figura consenso sea minima. (Zelditch ez al., 2004). Este proceso genera un espacio multidimen-
sional conocido como el espacio de Kendall cuyas caracteristicas no permiten hacer uso de
analisis estadisticos multivariados, por ser curvo o no euclidiano (Dujardin et al., 2009), por
esta razon es necesario proyectar ortogonalmente cada configuracion, sobre un plano tangente
a la configuracion consenso. Estas proyecciones son divididas en sus componentes uniformes
(relative warps) y no uniformes (partial warps) que en conjunto son las variables de la forma y
pueden ser usados como datos en analisis multivariados para comparar grupos de poblaciones

de insectos (Jaramillo et al., 2011; Jaramillo et al., 2015).

La morfometria geométrica ha sido ampliamente utilizada para analizar poblaciones de vec-
tores de enfermedades humanas, como los Triatominos (Dujardin, 2008), también para eva-

luaciones del tamafio de ala de poblaciones de Tecia solanivora a lo largo de un gradiente




altitudinal (Hernandez ef al., 2010), para distinguir poblaciones de Helicoverpa zea de Iréan,

colectadas de cultivos de algodon, tomate, arveja y maiz (Khiaban et al., 2010), entre otros.

Con respecto a los analisis de variacion morfoldgica entre los biotipos de maiz y arroz de S.
frugiperda. Norelsy Canas Hoyos, escribio un articulo en 2014, en el que se llevo acabo un
analisis de morfometria geométrica del ala de adultos (hembras y machos) de una colonia
mantenida en el Laboratorio de Ecologia y Evolucion de insectos (Cafias-Hoyos et al., 2024).
Este trabajo hizo parte de una pasantia que ella realiz6 en la universidad en una colaboracion
entre los grupos de investigacion de Biotecnologia Animal y Biotecnologia Vegetal UNAL-
MED-CIB y posteriormente su tesis de maestria en Bosques y conservacion origino el articulo
de Canas-Hoyos et al., (2016). La morfometria geométrica fue empleada, como un método
alternativo al uso de marcadores moleculares y demostro ser eficiente en la separacion de las

poblaciones de este insecto.

2.2 Analisis de la morfometria geométrica en los
biotipos de S. frugiperda

Para la realizacion del analisis morfométrico alar de los biotipos de S. frugiperda, se em-
plearon adultos obtenidos de una colonia de S. frugiperda establecida en el laboratorio desde
2013 hasta 2016 (Canas-Hoyos et al., 2014). En este trabajo, los autores analizaron la vena-
cion de las alas, de machos y hembras de ambos biotipos. Ellas seleccionaron 15 puntos de
referencia anatdémicos o landmarks (LM) por ser puntos homdlogos que se repiten en todas
las alas, ya que eran faciles de identificar y reproducibles. Ademas, el analisis se realiz6 solo
en el lado izquierdo de los adultos de la colonia para evitar una variacion generada entre las
dos alas del mismo insecto (figura 2.1). Los resultados de los partial warps (PW) mostraron
que el biotipo de arroz presenta dimorfismo sexual en la forma del ala. Ademas, Cafas-Ho-
yos et al., (2014) observaron que existe un efecto alométrico del tamafo del ala, en la forma
del ala en machos y hembras. Por ello, eliminaron este efecto y a su vez encontraron que
también existe un dimorfismo sexual en el tamafio del ala del biotipo de arroz. No obstante,
no encontraron dimorfismo para la forma y el tamafo del ala en el biotipo de maiz, pero
debido a que, en el biotipo de arroz, se logré detectar dimorfismo sexual en el ala, los anali-
sis morfométricos posteriores, se realizaron separadamente por sexo. Estos nuevos analisis
incluyeron un analisis discriminante y un analisis de “cross validation”, utilizé la variable
“CS” (relacionada con el tamano del ala) que se usan para lograr clasificar correctamente las
poblaciones analizadas dentro de cada una de las categorias de los biotipos, sea maiz o arroz.
Esto permitié encontrar que la morfometria del ala produce una mejor discriminacioén en

hembras que en machos (figura 2.2). Estos autores, también llevaron acabo, unos analisis de
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configuracion de las alas y encontraron que existen cinco puntos anatémicos o “landmarks”
que difieren entre los machos de los biotipos de maiz y arroz y esto son: 1, 12, 13, 14y 15
(figura 2.3). Ademas, encontraron nueve puntos anatomicos que difieren entre las hembras
de los biotipos que son: 1, 5, 6, 7, 12, 13, 14,15 y 24 (figura 2.3). Finalmente, el andlisis
del tamafio centroide, estudiado por estos autores, fue significativamente diferente entre las

hembras de los biotipos. No obstante, esta variable no fue significativa para machos.

Figura 2.1 Ala izquierda de S. frugiperda con sus 15 puntos de referencia anatomicos. (Tomado de la
tesis de Maestria de Norelsy Canas-Hoyos).

El trabajo realizado por Canas-Hoyos et al. (2014) ha mostrado ser una muy buena alternativa
al uso de marcadores moleculares para la identificacion de los biotipos de S. frugiperda. Esto
comprueba que la morfometria geométrica del ala, puede ser aplicada a machos y hembras
adultos de esta especie, ya que tanto su forma como su tamano difiere entre estas dos poblacio-
nes. Otros estudios relacionados con el andlisis de poblaciones naturales de los biotipos de S.
frugiperda fueron realizados por Canias-Hoyos et al. (2016) (ver mas adelante) y demostraron
que las poblaciones de campo y laboratorio pueden ser analizadas con esta herramienta,
puesto que ambas se diferenciaron en tamano y forma del ala, permitiendo distinguir los

biotipos de este insecto.

Como se menciond anteriormente, posteriormente, en su tesis de Maestria, Norelsy Cafias pro-
dujo el articulo: Cafias-Hoyos ef al. (2016), en el que se analizaron poblaciones de laboratorio
y de campo de los biotipos de S. frugiperda. Este trabajo se realizo con el fin de evaluar la he-
redabilidad del tamafio (teniendo en cuenta el CS) y de la forma de las alas (teniendo en cuenta
los PW o en este caso los RW (relative warps) de este insecto con el uso de la informacion de
adultos de la colonia y a su vez para llevar a cabo, un andlisis de la genética de poblaciones con
el uso del estimador Q. (Freely, 2005).

Biologia evolutiva y control de plagas de importancia econédmica




Figura 2.2 a) Analisis discriminante realizado en las hembras de los biotipos de S. frugiperda. b) Anali-
sis discriminante realizado en lo machos de los biotipos de S. frugiperda. Biotipo maiz = barras Negras,
Biotipo arroz = barras blancas. (Tomado del trabajo de pregrado de Norelsy Canas-Hoyos).
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Adicionalmente, en la teoria de la genética cuantitativa se ha descrito que para determinar si la
variacion en un caracter morfoldgico es resultado de la variacion genética del caracter mas que
la variacion ambiental, es necesario estimar su heredabilidad (Falconer, 1989). Un caracter es
heredable si la semejanza del caracter es compartida entre padres e hijos, por lo que, es posible
cuantificar el estimador de heredabilidad amplia y determinar la proporcion de varianza feno-
tipica del rasgo que es explicada principalmente por su varianza genética, para ello se emplea
informacion del caracter cuantitativo en cuestion de un insecto que proviene de una poblacion
mantenida en una colonia de laboratorio, puesto que las condiciones ambientales son contro-
ladas (Falconer, 1989). Una manera comun de estimar la heredabilidad amplia es utilizar un
método de sib-mating analysis (andlisis de relacion entre medio-hermanos) con el uso de una
ANOVA anidada. La heredabilidad toma valores entre 0 y 1, un valor de heredabilidad alta
(mayor a 0.8) significa que una parte importante de toda la variabilidad fenotipica de un carac-
ter medido es debida a la variabilidad genética (Falconer, 1989).

Para realizar este estudio, Cafias-Hoyos et al. (2016) llevaron a cabo muestreos de mas de 100
larvas en los mismos cultivos de maiz y arroz usados por Cafias-Hoyos et al. (2014), del departa-
mento del Tolima. Estas colectas se realizaron durante los meses de mayo y octubre de 2013. Es-
tos autores siguieron los mismos protocolos de mantenimiento de la colonia realizados en 2014.
Posteriormente, Canas-Hoyos et al. (2016) analizaron las alas izquierdas de 161 individuos de
laboratorio, (14 hembras de arroz (RSF = hembras de biotipo de arroz), 16 hembras de maiz
(CSF = hembras de biotipo de maiz), 7 machos de arroz (RSM = machos del biotipo de arroz),
8 machos de maiz (CSM = machos del biotipo de maiz), 116 individuos de la F) y 75 indivi-
duos de campo (38 de maiz y 37 de arroz). Cafias-Hoyos et al. (2016), también seleccionaron

15 puntos de referencia (LM) anatomicos que fueron seleccionados sor ser puntos homoélogos




que se repiten en todas las alas, faciles Para estimar la heredabilidad del tamafio y la forma del
ala, Canas-Hoyos et al. (2016) usaron un disefio experimental de apareamiento factorial anida-
do para generar familias con relaciones de hermanos medios y hermanos completos (un macho
fue apareado con tres hembras) (Falconer, 1989). La heredabilidad del tamafio y a forma del
ala fue calculada a partir de los valores de CS y RW1 (Symmons y Kotiaho, 2007), basado en
una ANOVA anidada en la que una variable (CS o RW1) fue considerada en conjunto con dos
variables nominales (hembra y progenie). La variable nominal se anida y por esta razéon cada
valor de estas (subgrupo compuesto de hembra y progenie) es encontrada en combinacion con
un valor de una variable nominal del alto valor (en este caso los machos) (Falconer, 1989). Para
determinar las diferencias en forma y tamano del ala de las poblaciones de campo colectadas
en campo, se evaluo el efecto alométrico (contribucion del tamafio a las diferencias en la for-
ma del ala) usando una regresion multivariada (Dujardin, 2010). Cuyo el efecto alométrico es
significativo, la hipotesis de pendientes alométricas comunes, se debe contrastar por medio de
un analisis de covarianza multivariado (MANCOVA), si el modelo no es rechazado (los grupos
tienen pendientes alométricas comunes), se hace un ajuste al tamafio y se analiza si los datos
siguen mostrd diferencias en la forma (Dujardin, 2008). Para evaluar si hay diferencias en la
forma del ala de los biotipos se debe realizar un analisis discriminante. Este analisis se realizo

por separado para hembras y machos (Marquez et al., 2011; Cafnias-Hoyos et al., 2014).

Adicionalmente, Cafias-Hoyos et al. (2016) estimaron los valores del para los datos de CS y
PW1 obtenidos de poblaciones silvestres de los biotipos de maiz y arroz usando la siguiente
formula: Q_ = Var entre/ (var entre + var dentro) donde, var entre = la varianza entre pobla-
ciones, en este caso entre los biotipos de maiz y arroz y var dentro = la varianza dentro de
cada poblacion. El Q_ es comparable al y representa el grado de diferenciacion genética entre
poblaciones. Cuyo significa que el caracter cuantitativo se ha diferenciado en una mayor me-
dida de lo que se esperaria si solo se diferenciaran por causa de deriva genética (hay seleccion
disruptiva y se estan favoreciendo los fenotipos diferentes en las poblaciones diferentes), si , el
caracter es selectivamente neutro, y significa que la diferenciacion en la poblaciones es menor
que la que se esperaria por deriva genética y en ambas poblaciones esta siendo seleccionado el

mismo fenotipo (Freely, 2005).

A partir de las Anovas anidadas se obtuvieron los estimadores para los RW : Var D =0.866,
h’D = 0.4668, h’s = 0.00062, h°D + h%s =0.2340. Para el CS y var D = 0.000017, var D =
0.00000593, h*D = 0.3334, h’s = 0.1163, h°D + h%s =0.1958, para el RW1. Estos resultados
sugieren que las heredabilidades de la forma de ala (PW) y del tamafio del ala (CS) son mayo-
res para los machos que para las hembras, por lo que puede existir mas efecto ambiental en la

forma y tamafio del ala en las hembras que en los machos.




Figura 2.3 a) Configuraciones consenso del tamafo del ala de los machos de S. frugiperda, b) Con-
figuraciones consenso del tamaiio del ala de las hembras de S. frugiperda. CSM = Corn strain males,
RSM = Rice strain males, CSF = Corn strain females, RSF = Rice strain females.(Tomado del trabajo
de pregrado de Norelsy Canas-Hoyos).
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Ademas, estos valores de heredabilidades son relativamente bajos (Falconer, 1989). Respecto a
las poblaciones de campo de S. frugiperda, el analisis morfométrico fue realizado en 75 indivi-
duos de ambos biotipos, colectados provenientes de colectas directas del campo (n=25 CSF, n=
22 CSM y n= 12 RSF, n= 16 RSM). Los resultados, mostraron diferencias significativas en el
tamafio del ala (CS) entre los biotipos (figura 2.4). Adicionalmente, Cafias-Hoyos et al. (2016)



encontraron diferencias en la forma del ala (RW) puesto que el analisis discriminante separo6 a

los biotipos de maiz y arroz de S. frugiperda en ambos sexos (figura 2.5).

Finalmente, los valores para los evaluados para determinar si existe diferenciacion genética,
basada en caracteres morfologicos, entre los biotipos de maiz y arroz de poblaciones de campo
de S. frugiperda para el CS y para el RW1. Estos valores demuestran que las poblaciones de
los biotipos de esta especie presentan estructura genética a nivel morfoldgico para ambos esti-

madores del ala.

Canas- Hoyos et al., (2016) demostraron que los valores de heredabilidad del CS (tamafio)
fueron mayores que los del RW1 (la forma) tanto en machos como en hembras, a su vez los
componentes de heredabilidad de los machos (para el CS y para el RW1) fueron mayores que
en las hembras, sugiriendo que el componente genético del tamafio del ala y el componente
genético de los machos desempefian un papel mas importante en la herencia del tamafio y
la forma del ala de esta especie. De acuerdo con Falconer (1989), valores de heredabilidad
cercanos a 0.8 son altos mientras valores cercanos a cero son muy bajos. En este estudio la
heredabilidad de las hembras fue muy baja a pesar de ser poblaciones mantenidas bajo condi-
ciones de laboratorio. En este caso, para S. frugiperda, la herencia del tamafio y forma del ala
fueron menos afectadas por factores ambientales en los machos y es mas probable que estén
mayormente afectadas en las hembras. Estudios posteriores deberian incluir poblaciones mas
grandes y considerar condiciones ambientales diferentes para determinar si la heredabilidad es

facilmente influenciable por tales condiciones.

Figura 2.4 Comparacion del tamafio centroide (CS) entre los biotipos de S. frugiperda. HA= hembra
de arroz, HM= hembra de maiz, MA = macho de Arroz, MM = machos de maiz (Tomado de la tesis de
Maestria de Norelsy Cafias Hoyos).
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Los valores de estimados, demuestran que los biotipos de S. frugiperda se encuentran gené-
ticamente diferenciados en los caracteres morfologicos CS y RW1. Estudios anteriores basa-
dos en la caracterizacion de los biotipos provenientes del departamento del Tolima obtenidos
por Saldamando y Vélez (2010) estimaron un PhiPt = 0.42 para el gen del citocromo oxidasa
I (COI) y PhiPt = 0.17 para la region en tadem FR en 246 individuos colectados en 2007 y
2008. En este trabajo los valores de fueron de 0.385 para el CS y de 0.326 para el RW1 los
cuales son valores similares a 0.42 o mayores a 0.17, asi que estos resultados sugieren que
los dos rasgos cuantitativos de CS y RW1 estan diferenciados en un grado mayor que los
rasgos genéticos analizados por Saldamando y Vélez (2010). Estos valores también sugieren
que en las poblaciones de campo de esta especie se esta favoreciendo una seleccion direc-
cional (Freely, 2005), es decir, que los fenotipos del biotipo de maiz se estan diferenciando
morfologicamente de los del biotipo de arroz. Es importante recalcar que debido a que el na-
mero total de individuos fue de 75, es necesario investigar este parametro en investigaciones

futuras para corroborar estos resultados.

Figura 2.5 Andlisis discriminante realizado en los biotipos de maiz y arroz de S. frugiperda de pobla-
ciones de campo. A) En hembras y B) En machos. Blanco = Biotipo de maiz, Negro = Biotipo de arroz
(Tomado de la tesis de Maestria de Norelsy Cafias-Hoyos).
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2.3 Conclusiones generales sobre la morfometria
geométrica alar en S. frugiperda

La morfometria geométrica alar mostrd ser una técnica valida para la identificacion de los
biotipos de S. frugiperda de poblaciones de campo y de laboratorio, de Colombia, por lo que
puede ser empleada para su diferenciacion en reemplazo de los métodos moleculares, siempre

y cuyo el investigador tenga a la mano adultos y tamafios poblacionales altos (Cafias-Hoyos et




al., 2014; Canas-Hoyos ef al., 2016). En el primer estudio de Canas-Hoyos et al., (2014), los
investigadores comprobaron que la morfometria demostrd dimorfismo sexual en el biotipo de
arroz con respecto al tamafio del ala y a su vez que el tamafio del ala difiere entre los machos
de ambos biotipos de manera mas discriminatoria que entre las hembras. No obstante, en un
trabajo posterior Cafias-Hoyos et al., (2016) encontraron que el tamaio del ala fue discrimi-
natorio para ambos sexos de los dos biotipos, por lo que demuestra que los resultados de sus

investigaciones pueden ser empleados en futuros trabajos.

Por otro lado, Canas-Hoyos ef al., (2016) observaron que las poblaciones de campo de los
biotipos de maiz y arroz fueron significativamente diferentes en la forma y tamafio del ala.
Estos resultados demuestran la posibilidad de usar enfoques morfométricos para distinguir
estos dos biotipos como un método alternativo a los marcadores moleculares cuyo se co-
lectan adultos en campo, y por lo tanto emplearlos como un método adicional a la biologia
molecular que es costosa e implica mayor tiempo en el analisis y la estandarizacion. Hasta la
fecha, no se ha descubierto ninguna herramienta morfologica para diferenciar los biotipos en
sus estadios de larva y por eso los marcadores moleculares contintian siendo necesarios para
S. frugiperda. Es importante mencionar que, un trabajo posterior realizado con muestras del
insecto de Estados Unidos demostré que la morfometria geométrica no es una herramienta
tan poderosa para distinguir las poblaciones de los biotipos de este insecto, ya que los au-
tores encontraron diferencias en la forma y tamafio del ala de S. frugiperda de poblaciones
colectadas en diferentes cultivos (mani, maiz y arroz), pero no entre sus biotipos, por lo que
mencionan que los trabajos realizados en Colombia presentaron resultados diferentes puesto
que el tamafio y forma del ala puede ser influenciada por el hospedero (Nagoshi et al., 2020).
Ellos emplearon el mismo nimero de landmarks que los trabajos colombianos y analizaron
182 muestras. No obstante, no realizaron los mismos andlisis multivariados. Este trabajo
muestra la necesidad de realizar un analisis morfométrico de mayor escala para los biotipos
de S. frugiperda, incluyendo mas caracteres morfoldgicos ademas de las alas, como la geni-

talia, y caracteres de morfologia tradicional.

La morfometria del ala y los estimadores de heredabilidad también han sido usados en po-
blaciones de la mosca de la fruta, Drosophila gouveai para demostrar que las variables mor-
fométricas del ala tienen un componente genético aditivo en la varianza fenotipica, asi que
esas variables son marcadores cuantitativos apropiados para evaluar diferencias morfologicas
entre poblaciones (Marsola-Moraes et al., 2004). Adicionalmente, Cafias-Hoyos ef al., (2016)
usaron ANOVAS anidadas basadas en el método de hermanos medios para calcular la hereda-
bilidad (Falconer, 1989) del tamafio y de la forma del ala y encontraron que sus valores eran
bajos. Estos resultados sugieren que el tamafio de la muestra empleado por estos autores es bajo
o que existe plasticidad fenotipica en el ala de S. frugiperda o como mencionan Nagoshi et al.

(2020), el tamafio y forma del ala estan influenciadas por el hospedero.




En otro estudio realizado en la mosca de la fruta, Drosophila suboscura, los autores encon-
traron que moscas silvestres y de laboratorio difieren en los valores de heredabilidad de la
forma del ala (los valores estimados fueron del 90% para poblaciones de laboratorio y 15%
para poblaciones de campo colectadas en 1989) pero esos valores fueron diferentes de pobla-
ciones colectadas en 1988 (14 % para poblaciones de laboratorio y 7% para poblaciones de
campo) (Orengo y Prevosti, 1999). Los resultados obtenidos por Orengo y Prevosti (1999)
son relevantes y se deben tener en cuenta en estudios posteriores de heredabilidad del ala
en S. frugiperda dado que es posible que la seleccion natural influya la morfometria del
ala en diferentes periodos de tiempo o por el otro lado, los caracteres morfométricos del ala

sufren de plasticidad fenotipica.

En otras especies de lepidopteros plaga como Tecia solanivora también se han realizado estu-
dios morfométricos, y se encontrdé dimorfismo sexual basado en el tamafio y la forma del ala
(Hernandez et al., 2010). En Synneuria sp. una especie de geometridae proveniente de Chile,
Benitez et al., (2011) encontraron que las poblaciones naturales no difieren en el tamafio o
forma del ala, pero sus sexos si son claramente separados por el tamaio, sin embargo, en los
estudios anteriores no se estimaron los valores de heredabilidad de la forma y el tamaiio del ala
como se hizo en la presente investigacion. Los resultados encontrados en este muestran que la
herencia del tamafio y la forma del ala en S. frugiperda esta mas influenciada en machos que
en hembras y por lo tanto el tamafio y forma del ala en la hembra puede ser mas afectada por
factores ambientales. Ademas, las poblaciones silvestres de estos dos biotipos fueron significa-
tivamente diferentes en el tamafio y forma del ala y por esta razon esta herramienta puede ser
util en especimenes de laboratorio (Cafias-Hoyos et al., 2014) y de campo para diferenciar los
biotipos. No obstante, futuras investigaciones deberan continuar con el uso de esta herramienta
en poblaciones mas grandes del insecto para asi estimar todos estos parametros de nuevo y
comprobar si la heredabilidad continta siendo la misma y si el tamafio y forma del ala siguen

siendo Utiles para distinguir las poblaciones de este insecto.

Adicionalmente, un analisis genético poblacional basado en el tamafio y forma del ala mostro
que los valores de obtenidos para los biotipos de S. frugiperda reflejan que los biotipos, se
encuentran genéticamente diferenciados en los caracteres morfologicos CS y RW1. Estudios
anteriores basados en la caracterizacion de los biotipos provenientes del departamento del Tolima
obtenidos por Saldamando y Vélez (2010) estimaron un PhiPt = 0.42 para el gen de la Citocromo
oxidasa I (COI) y PhiPt = 0.17 para la region en tadem FR en 246 individuos colectados en
2007 y 2008. En este trabajo los valores de fueron de 0.385 para el CS y de 0.326 para el
RW1 los cuales son valores similares a 0.42 o mayores a 0.17, asi que estos resultados su-
gieren que los dos rasgos cuantitativos de CS y RW1 estan diferenciados en un grado mayor
que los rasgos genéticos analizados por Saldamando y Vélez (2010). Igualmente, los valores

de fueron superiores a los estimadores obtenidos por Cano -Calle ef al. (2015), puesto que




ellos encontraron estimadores de Phi, = 0.376, gl= 13,370, P<0.001, para el gen COI, Phi,
= 0.50, gl = 13, 354, P<0.001, para el gen FR. Estos valores también sugieren que en las
poblaciones de campo de esta especie se esta favoreciendo una seleccion direccional (Freely
2005), es decir, que los fenotipos del biotipo de maiz se estdn diferenciando morfoldgica-
mente de los del biotipo de arroz. Debido a que el nimero total de individuos fue de 75,
es necesario investigar este parametro en otros trabajos para corroborar estos resultados y
comprobar que la morfometria geométrica es util para determinar diferenciaciones genéticas

entre los biotipos de S. frugiperda.
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3.1 Tecia solanivora introduccion

La polilla guatemalteca (7ecia solanivora Povolny, 1973) (Lepidoptera, Gelechiidae), es un
insecto holometabolo, cuya larva es reconocida como una de las principales plagas del cultivo
de papa (Solanum tuberosum), puesto que se alimenta de los tubérculos en campo y almacena-
miento (Villanueva-Mejia, 2015). T_ solanivora, es causante de un alto nimero de aplicaciones
de insecticidas quimicos en este cultivo, debido al dafio que causan sus larvas por el consu-
mo del tubérculo tanto en campo como en almacenamiento, afectd su calidad y ocasionando
pérdidas econdmicas que oscilan entre el 50 y el 100% del cultivo (MacLeod, 2005; Herrera,
1997). La polilla, fue reportada por primera vez, en Guatemala en 1956, momento desde el
cual, se dispers6 con gran rapidez en otros paises de Centro y Suramérica ¢ incluso Espaiia.
Fue reportada en Costa Rica en 1970, Panama, Honduras y San Salvador en 1973, Venezuela
en 1983, Colombia en 1985, Ecuador en 1996, Islas Canarias en Espana en 1999 y México en
2011 (Hooker, 1980; Hilje, 1994; Herrera, 1997; Torres, 1998; Garcia et al., 2002; Niio, 2004;
Roblero et al., 2011). Puesto que el pais de origen de este insecto donde fue reconocido como
plaga fue Guatemala, a 7. solanivora se le ha denominado la polilla Guatemalteca de la papa
(Villanueva -Mejia et al., 2015 a, b)

Por otro lado, 7. solanivora, se caracteriza por ser in insecto holometabolo, que comprende
cuatro estadios de desarrollo: huevo, larva, pupa y adulto. La duracién de cada uno de estos
instares y del desarrollo del individuo, es afectada por las condiciones ambientales, siendo la
temperatura y la humedad relativa los factores que mas influyen, observandose una relacion
inversa entre la duracion del desarrollo y la temperatura (Torres, 1989; Notz 1995, Nifio, 2004).
Sobre el control del insecto, se conoce que, la mayoria de los métodos usados para el manejo de
este insecto, se basan en el estudio del efecto de insecticidas quimicos con 12 a 24 aplicaciones
por periodo de cultivo (Hilje, 1994; MacLeod, 2005). Controladores bioldgicos tipo Baculovi-
rus (Baculoviridae), han sido estudiados para su manejo (Espinel ez al., 2010, 2012), y ya existe
un producto biolégico de Agrosavia para el control de este insecto, asi como los derivados de
Bacillus thuringiensis (Bt) (Berliner, 1915) (Villanueva et al., 2009; Lopez et al., 2010), e in-
cluso, esfuerzos para su control mediante plantas mejoradas genéticamente (Valderrama et al,
2007; Torres et al., 2012) o con feromonas (Bosa et al., 2005; Bosa et al., 2006; Bosa et al.,
2008; Mc Cormick et al., 2012). Recientemente, en el centro de investigacion de Agrosavia,
Tibaitata, se evaluo la resistencia de 132 accesiones de papa al efecto de 7. solanivora, en con-
diciones de laboratorio y se encontr6 que las accesiones (genotipos) 1815 y 2384 fueron las

mas resistentes al ataque de la larva del insecto (Sanchez-Leon ef al., 2021).

Como lo menciona Villanueva-Mejia (2015), en su tesis doctoral: en la biologia evolutiva, el
uso de las herramientas moleculares juega un papel muy importante en la identificacion de la

variacion genética de las especies (a nivel del gen o de una secuencia de un gen) con el fin de




definir si sus poblaciones se encuentran genéticamente estructuradas, si presentan asociacion
a plantas hospederas (especies polifagas, oligofagas y monofagas), si su comportamiento mi-
gratorio varia por poblacion, si han sufrido de cuellos de botella o de fendmenos de recoloniza-
cion y extincion. Entre los insectos, que en la época de la tesis de Diego Villanueva se habian
estudiado se tenia conocimiento de la genética de poblaciones de Ostrinia nubilalis en Francia
(secuenciacion de genes nucleares 7P/, aloenzimas) (Martel et al., 2003),Bemisia tabaci en
todo América y el mediterraneo (microsatélites y secuenciacion del gen mitocondrial COI) (De
Barro et al., 2005), Spodoptera frugiperda en el Hemisferio Occidental (AFLP, PCR-RFLP
del gen COI, PCR del gen FR) (Prowell et al., 2004, Saldamando y Vélez -Arango, 2010, Ve-
lasquez- Vélez et al., 2011), Neoleucinodes elegantalis en Colombia (secuenciacion del gen
COI) (Diaz- Montilla et al., 2013), Helicoverpa armigera en Africa y Europa (aloenzimas)
(Nibouche et al., 1998), Pthorimaea opercullela en Estados Unidos (AFLP) (Medina et al.,
2010), Heliothis virescens en Brasil (secuenciacion de genes COI, COIl y NAD6) (Albernaz
et al., 2012), entre otros insectos, factores que han sido significativos para la mejora de las es-
trategias de manejo integrado de un insecto considerado plaga (Saldamando y Vélez- Arango,
2010; Salinas-Hernandez et al., 2011).

De los pocos trabajos sobre la genética de poblaciones de 7. solanivora, fue el estudio llevado
a cabo por Pulliandre et al. (2008), quienes encontraron una baja variabilidad genética de T
solanivora en Suramérica con el uso de la secuenciacion del gen mitocondrial del citocromo
b (Cytb), particularmente en Colombia, esto debido al bajo nimero de haplotipos encontrados
por ellos, por esta razon, los autores concluyeron que las poblaciones de este insecto pasaron
por un cuello de botella en nuestro pais. Ademas, para la realizacion de este trabajo emplearon
muestras del insecto de varios paises de Sur América, Centro América y Espafia. Como es
sabido en la teoria de la genética de poblaciones, y segun el reloj molecular, diferentes genes
evolucionan a diferentes tasas (Nei y Kummar 2000; Hedrick 2005; Freely 2005) y por ello
representan diferentes niveles de variabilidad genética de individuos de una misma especie. Es
importante resaltar que el gen Cytb en insectos presenta una tasa de evolucion mas lenta que el
gen de la citocromo oxidasa I (COI), el primero se ha utilizado en la entomologia médica para
identificar especies de un mismo género y en algunos casos dentro de un mismo orden, mien-
tras que el segundo para evaluar la diferenciacion genética a nivel de especie (Freely, 2005),
permitiendo, de esta manera realizar un andlisis de la diferenciacion genética y filogenia de
los insectos con una mayor resolucion (dada su alta tasa de cambio nucleotidico) (Simmons y
Welle, 2001).

Un aspecto que debe tenerse en cuenta al evaluar la genética de poblaciones de 7. solanivora
es el hecho de que, en Colombia, se haya considerado que sus poblaciones, presenten una baja
variabilidad genética, y mas aun, cuyo este pais presenta marcadas diferencias geograficas
(como las Codillera de los Andes) y ambientales, propicio para la diversificacion genética de

las especies (Villanueva-Mejia, 2015). Por otro lado, en este pais existen mas de 30 variedades



de papa de las especies Solanum tuberosum y Solanum phureja, varias de ellas cultivables,
con diferencias marcadas en su produccion por departamento (Agronet, 2014). Cada departa-
mento de Colombia produce un area diferente de estos cultivos con una distribucion ecoldgica
distinta, por lo cual estas plantas pueden ser potencialmente utilizadas por 7. solanivora como
hospederos, permitiendo su facil dispersion en el pais. ;Esto con lleva a la pregunta principal
de la tesis de Diego Fernando Villanueva, jcomo se caracteriza la genética de poblaciones de

T solanivora en Colombia?

Los resultados obtenidos de esta tesis, publicada en el afio 2015, presentaron un panorama mas
claro de la capacidad de dispersion y adaptacion de 7. solanivora en Colombia y a su vez de su
relacion con el hospedero que hasta el momento ha sido considerado como su principal fuente
de alimentacion, supervivencia y reproduccion: Solanum tuberosum L.A su vez, la asociacion
de la plaga con la papa criolla S. phureja. De esta tesis se originaron cuatro articulos, el primero
fue una revision bibliografica del insecto, los dos siguientes sobre la genética de poblaciones y

filogeografia y el ultimo sobre la caracterizacion molecular de su genoma mitocondrial.

3.2 Genética de poblaciones y filogeografia de Tecia
solanivora

Estudios sobre la genética de poblaciones y filogenia de Tecia solanivora han sido muy poco
desarrollados en la plaga, dentro de los trabajos mas destacados se encuentran los resultados
obtenidos en la tesis de doctorado de Diego Villanueva, entre los que se realizan los analisis de
la filgeografia del insecto con el uso de la secuenciacion de dos genes mitocondriales (COI'y
Cytb) y la estadarizacion de ocho microsatélites evaluados en poblaciones del insecto de cuatro
departamentos de Colombia: Antioquia, Boyaca, Norte de Santander y Narifio. Estos trabajos
origina los articulos de: Villavueva -Megjia ef al. (2015 a) y Villanueva-Mejia et al. (2015b).
Adicionalmente, una caracterizacion del genoma mitocondrial del insecto, su composicion de
genes, orden y filogenia (Rios-Ramirez et al., 2016). Uno de los primeros estudios genéticos
que se han realizado en la especie, se llevd a cabo con el objeto de hacer un seguimiento de la
historia ecologica y genética de la invasion de esta plaga en Centro y Sur América (Puillyre et
al., 2008). Este trabajo, los autores llevaron a cabo un andlisis de secuencias de una region del
gen mitocondrial citocromo b (Cytb) a partir de larvas de 7. solanivora proveniente de paises
como Guatemala, Ecuador y Colombia. Los resultados obtenidos en este estudio mostraron que
individuos procedentes de Sur América comparten un mismo haplotipo mitocondrial, mientras
que individuos originarios de Guatemala presentan un haplotipo con una mayor variabilidad
genética. Basados en estos resultados, ellos sugieren que la diferenciacion genética de 7. So-

lanivora en Guatemala es mayor debido a que esta especie es originaria de este pais, mientras




que en Sur América la diversidad genética es menor dado que el proceso de invasion de esta
especie pudo haberse acompafiado de una reduccion del acervo genético del insecto (cuello de
botella). Este estudio, adicional al trabajo realizado por Torres-Leguizamoén et al., (2009) en
el que se estandarizaron nueve microsatélites en la especie y un posterior analisis poblacional
(Torres-Leguizamon et al., 2011), son las Unicas investigaciones enfocadas en la genética de
esta polilla. Pulliandre et al., (2008) intentaron analizar la capacidad de dispersion o de inva-
sion de este insecto en Sur América, empleando unicamente 21 muestras de Colombia, siendo
la mayoria de ellas del departamento de Cundinamarca. Este tipo de analisis tienen importantes
implicaciones en el momento de concluir los fenomenos evolutivos que sufren las poblacio-
nes naturales (seleccion natural, flujo genético, deriva, mutaciones, apareamiento asociativo)
(Hedrick, 2005), por lo que un bajo niimero de muestras no es recomendable para realizar un
trabajo poblacional, ni mucho menos, muestras colectadas en una sola localidad. Esta pudo
ser la causa por la que ellos concluyeron que las poblaciones de 7. solanivora sufrieron un
cuello de botella. No obstante, el efecto de un cuello de botella en una poblacion tiene como
consecuencia una reduccion de su la variabilidad genética, puesto que pocos individuos se
conservan en la poblacion, después de sufrir una drastica reduccion de su tamafio, por lo que la
probabilidad de cruces endogamicos entre sus individuos es mayor comparado con una pobla-
cion grande y por lo tanto la fijacion de alelos es superior en una poblacion pequefia (Hartl y
Clark, 1997; Hedrick, 2005). Estos cuellos de botella, ocurren por fendmenos aleatorios e im-
predecibles de la naturaleza, haciendo que una poblacion reduzca su potencial evolutivo (Hartl
y Clark, 1997) y por lo tanto su poder adaptativo. Los resultados obtenidos por Puillyre et al.,
(2008) demostraron que 7. solanivora presenta un bajo nimero de haplotipos en Sur América,
por lo que su potencial genético es bajo. Ademas, ellos concluyen que el insecto paso por un
cuello de botella. Estas interpretaciones de la biologia evolutiva del insecto se pudieron generar

por el tipo de marcador molecular escogido en su estudio, y por el bajo tamafio muestral.

Como lo mencionado por Villanueva-Mejia (2015) en su tesis doctoral, diferentes genes evo-
lucionan a diferentes tasas (Hartl y Clark, 1997) y por ello, representan diferentes niveles de
variabilidad genética de individuos de una misma especie o en diferentes niveles jerdrquicos
en la filogenia de un grupo. El Cyth es un gen que en insectos presenta una tasa de evolucion
mas lenta que el gen COJ, el primero se ha utilizado en la entomologia médica para identificar
especies de un mismo género y en algunos casos dentro de un mismo orden, mientras que el se-
gundo para evaluar la diferenciacion genética a nivel de especie (Freely, 2005). Esto demuestra
que el nivel de resolucion de un gen depende de la pregunta del investigador. Adicionalmente,
diferentes genes se heredan de distinta manera (Avise, 1994; Hartl y Clark, 1997; Freely, 2005).
En animales, los genes nucleares se heredan de manera biparental y sufren de recombinacion,
mientras que los genes mitocondriales de manera uniparental (de madres a hijos) y por lo tanto
no sufren de recombinacion, los primeros son los marcadores mas ttiles para estudiar la gené-

tica de poblaciones de una especie y los segundos para estudiar su filogeografia (Freely, 2005).




De la revision bibliografia realizada por Villanueva y Saldamando (2013) se explico que los
estudios historicos y basados en la genética del insecto, han mostrado que 7. solanivora es
originaria de Guatemala y que en 1970 esta plaga se dispersé a otros paises en Centro Améri-
ca, incluyendo Honduras y Costa Rica (Torres-Leguizamoén et al., 2011). Posteriormente, esta
plaga migr6 a Nicaragua y Salvador debido al libre movimiento de tubérculos de papa entre
paises de Centro y Suramérica. 7. solanivora fue reportada por primera vez en Suramérica,
mas especificamente en Venezuela en 1989 y dos afios mas tarde en Colombia. En 1990 fue
encontrada en Ecuador (Pozo y Zambrano, 2002) y en Tenerife (Islas Canarias) (Garcia et al.,
2002). El reporte mas reciente de esta especie fue realizado en México (Roblero et al., 2011).
Dado el comportamiento migratorio de esta plaga, dos estudios separados basados en la dife-
renciacion genética y composicion haplotipica del insecto fueron realizados usando secuencias
del gen mitocondrial citocromo B (Cyth) con muestras procedentes de Guatemala, Costa Rica,
Honduras, Venezuela, Ecuador, Colombia e Islas Canarias (Pulliandre et al., 2008; Torres—Le-
guizamoén et al., 2011). A partir de esos andlisis, Puillyre ef al., (2008) concluyeron que las
poblaciones de 7. solanivora sufrieron un cuello de botella en Suramérica, mientras que To-
rres—Leguizamon et al., (2011) infiri6 el comportamiento migratorio de este insecto en Centro,

Suramérica y Espaiia.

Para realizar el andlisis filogeografico, Villanueva et al., (2015 a) realizaron salidas de campo
en las que se colectaron larvas, pupas y adultos de 7. solanivora en los afos 2011 y 2012 a
partir de tubérculos infestados con el insecto procedentes de campo o almacenamiento (bode-
gas). Los muestreos se llevaron a cabo en los departamentos de Antioquia, Boyacda, Norte de
Santander y Narifio, en cultivos de papa comun (Solanum tuberosum) y en Norte de Santander
también se colectd en papa criolla (S. phureja). Los individuos colectados fueron clasificados,
teniendo en cuenta, las claves taxondmicas dadas por Coto (1997) para Lepidopteros de la
familia Gelechiidae. Una vez realizada la colecta, los especimenes fueron ubicados en tubos
de plésticos que contenian etanol al 70%, mientras se trasladaron al laboratorio donde fueron
almacenados a -70°C hasta su procesamiento. Para la extraccion de ADN, se utiliz6 la técnica
CTAB empleada por Salinas-Herndndez y Saldamando (2011). Para la amplificacion y se-
cuenciacion parcial de los genes mitocondriales del citocromo oxidasa I (COI) y el citocromo
B (Cytb) se utilizaron los cebadores dados por Pulliandre et al. (2008) y disefiados por Villa-
nueva et al. (2015 a) y después, se obtuvieron productos de amplificacion y de secuenciacion
para 150 individuos de Colombia (120 de S. tuberosum y 30 de S. phureja). A las secuencias
colombianas, se les adicionaron 427 secuencias del gen mitocondrial Cytb de T. solanivora de
Guatemala, Costa Rica, Ecuador, e Islas Canarias que fueron obtenidas de las bases de datos
del Genbank de los trabajos de Puillyre ef al. (2008) y Torres-Leguizamon et al. (2009, 2011).

Los productos de secuenciacion para los dos genes analizados en 7. solanivora produjeron

amplicones de 553 y 484 pb para los genes COI y Cytb respectivamente, a partir de 120




individuos de 7. solanivora de Colombia, que fueron colectados exclusivamente en S. tube-
rosum. Las secuencias fueron concatenadas para realizar los posteriores analisis poblacio-
nales quedando finalmente un fragmento de 1037 nucleétidos. Las secuencias del gen Cytb
mostraron un alto nivel de homologia genética al compararlas con secuencias de otros Lepi-
dopteros reportados en el GenBank, usando BLAST. El polimorfismo encontrado se describe
con los siguientes estimadores: H =7, © = 0.02228, Hd = 0.351, S= 162, y 6 = 0.03022. Al
comparar cada gen de manera independiente, se puede observar que el polimorfismo encon-
trado fue més grande para el gen COI que para el gen Cyth, dado que para COI se obtuvo: H
=3,n1=0.04130, Hd = 0.329,S = 146,y 6 = 0.05128 y para Cytb:16 sitios polimorficos, H =
5,m=0.00055, Hd = 0.066,S = 16,y 6 =0.00617. Estos valores demuestran que la diversidad
genética de 7. solanivora es baja para ambos loci, puesto que sus valores fueron més bajos
comparados con las secuencias del gen COI obtenidas por Salinas -Hernandez y Saldamando
(2011) con S. frugiperda.

Por otro lado, las frecuencias haplotipicas estimadas para los genes concatenados fueron de
95/120 para H1, 19/120 para H2, 2/120 para H6 y 1/120 para H3-HS y H7. El Haplotipo H1
este compuesto por todos los departamentos de Colombia (Antioquia, Boyaca, Narifio y Norte de
Santander), mientras que H2-H4, H6-H7 estuvieron compuestas por secuencias de Norte de San-
tander, y HS por secuencias procedentes de Boyacd. La presencia del haplotipo H1 en varios
departamentos del pais muestra que hay movimiento de material vegetal contaminado de papa

con larvas de T solanivora dada su deteccion en varias zonas del pais.

Respecto a los resultados del test de Tajima-Nei, sus valores mostraron que todos los depar-
tamentos, con la excepcion de Boyacd, presentan tamafios constantes dada la neutralidad
calculada para cada departamento, indic6 que no estan bajo presion de seleccidon, expansion
poblacional, cuello de botella o heterogeneidad de la tasa de mutacion (Tabla 3.1) (Nei y Kum-
mar, 2000). En el caso de Boyac4, la poblacion se encuentra en expansion y este resultado no
es sorprendente debido a que esta zona del pais representa una de las localidades que envia el
tubérculo a otras zonas del pais. Este tipo de analisis del test de Tajima-Nei, representan una
evaluacion de la demografia de las poblaciones naturales basado en la teoria de Coalescencia
y cuyo las poblaciones se encuentran en expansion, su valor D <0, en contraccion D > 0y de
tamano constante D = 0. Esto se asume después de que una poblacion natural haya sufrido un
proceso de cuello de botella (Nei y Kummar 2000; Excoffier et al., 2005) y ha sido ampliamen-
te utilizado en los analisis de filogeografia ya que muchos de ellos han encontrd una relacion
entre estos cambios demograficos y un evento de vicarianza o geografico que los influencie en

su proceso de diferenciacion genética (Freely, 2005).




Tabla 3.1. Test de neutralidad Tajima-Nei estimado para 7. solanivora en Colombia (Tomado de la tesis
de Doctorado de Diego Villanueva Mejia).

Population N D (Tajima-Nei) P
Antioquia 30 0.0000 1
Boyaca 30 -1.147 0.042
Norte de Santander 30 -0.50349

0.328
Narifio 30 0.0000 1
Mean 30 -0.41262 0.5925

Posteriormente, las secuencias concatenadas de estos genes mitocondriales también fueron em-
pleadas para el analisis de la genética de poblaciones de este insecto, con el uso de un analisis
de la varianza molecular (AMOVA), la cual produjo valores significativos, como se observa
en la tabla 3.2. por lo que la especie se encuentra genéticamente diferenciada en todo el pais.
Como se menciono en el capitulo sobre la genética de poblaciones de S. frugiperda, los datos
obtenidos de una secuenciacién de ADN son aptos para realizar una evaluacion de la estructu-
ra genética de una poblacion natural con el andlisis de varianza molecular (AMOVA), puesto
que permite llevar a cabo un andlisis de la variabilidad genética al interior de una poblacion
(componente dentro de la poblacidn), entre poblaciones y en la poblacion total (Excoffier et al.,
2005) y a su vez, asume que un gen posee cuatro alelos, que se representan por los cuatro nu-
cleotidos (A, T, C, G) en cada una de las posiciones que presenta cada SNP (single nucleotide
polymorphism) en la secuencia (Excoffier et al., 2005).

Tabla 3.2. Analisis de la estructura poblacional de 7ecia solanivora colectada en los departamentos de
Antioquia, Boyacd, Norte de Santander y Narifio analizada con la secuenciacion de los genes citocromo
oxidasa I y citocromo b. (Tomado de la tesis de Doctorado de Diego Fernando Villanueva Mejia).

Lo Suma de Componentes de la Porcentaje de indices de fijacién/Pruebas de
Fuentes de variacion el . R, Lo .
cuadrados varianza variacion significancia
Entre poblaciones 3 861.5 9.42 Va 68.05 F,=0.6808
Dentro de las poblaciones 116 513.33 4.42Vb 31.95 p <0.001
Total 119 1.374.833 762.405

Adicionalmente, Villanueva et al. (2015 a) obtuvieron un dendrograma UPGMA de las se-
cuencias concatenadas de los genes COIl'y Cytb, con las distancias genéticas de F_ en el que
se ve reflejada la diferenciacion genética entre las poblaciones analizadas de 7. solanivora de

Colombia ya que se mostré una marcada distancia genética entre el departamento de Norte de




Santander y los demas departamentos muestreados (figura 3.1). Esta gran diferenciacion se
debe, posiblemente, al movimiento de material vegetal contaminado del cultivo de la papa en-
tre los departamentos de Boyac4, Antioquia y Narifio, ya que Boyaca envia tubérculos a estos
departamentos de Colombia, mientras que Norte de Santander no recibe tanto material externo,

sino que la papa que se produce es para consumo doméstico (Villanueva et al., 2015 a).

Figura. 3.1 Dendrograma UPGMA obtenido con los genes concatenados del COIl y Cytbh y las dis-
tancias genéticas de F_ pareados entre los departamentos muestreados del insecto 7. solanivora. A =
Antioquia, B = Boyaca, N = Narifio y NS = Norte de Santander) (Tomado de la tesis de Doctorado de
Diego Villanueva Mejia).
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Posteriormente, estos mismos autores emplearon las secuencias exclusivas del gen Cytb de T.
solanivora obtenidas a partir de muestras del insecto tomadas en diversos paises para comparar
la genética de sus poblaciones y encontraron que las poblaciones de este insecto provenientes
de Ecuador, Islas Canarias y Colombia se agruparon entre si, dentro del mismo cluster genéti-
co, en el dendrograma calculado, mientras que las poblaciones de Venezuela se agruparon en
un segundo cluster y Guatemala en un tercer cluster. Esta topologia obtenida sugiere que Gua-
temala es la poblacion de 7. solanivora mas diferenciada genéticamente al compararla con los
demas paises, este resultado puede ser explicado porque este pais representa el centro de origen
de la plaga como lo encontrado por Torres-Leguizamon et al. (2011) (figura 3.2).

Figura. 3.2 Dendrograma UPGMA obtenido con el gen Cytb y las distancias genéticas de Fst
pareados entre los diferentes paises muestreados del insecto 7! solanivora. E = Ecuador, C =
Colombia, IC = Islas Canarias, V = Venezuela, y G = Guatemala. (Tomado de la tesis de Doc-
torado de Diego Villanueva Mejia).
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Tabla 3.3. Caracteristicas de cada locus microsatélite en 7. solanivora de Colombia, incluyendo el nu-
mero de alelos totales (Na), numero de alelos efectivos (Ne), heterocigocidad observada (Ho), heteroci-
gocidad esperada (He), heterocigocidad esperada no sesgada (UHe) y el indice de fijacion (F). (Tomado
de la tesis de Doctorado de Diego Villanueva Mejia).

Poblacién Locus N Na Ne 1 Ho He uHe F
Antioquia

Micro 1 38 6 5157 1716 0921  0.806 0.817  -0.143
Micro 2 37 17 2590  1.273 0297  0.614 0.622  0.516
Micro 3 35 5 3.032  1.265 0371  0.670 0.680  0.446
Micro 4 38 4 1.632  0.665 0.211 0387 0392  0.456
Micro 5 38 6 4.079 1509 0368 0755 0.765 0.512
Micro 6 33 4 3170 1.199 0.061  0.685 0.695 0911
Micro 7 38 6 4997 1.675 0.105 0800 0.811  0.868
Micro 8 38 5 2722 1.222 0132 0.633  0.641  0.792
Boyaca

Micro 1 25 4 3388 1.278 0.880  0.705 0.719  -0.249
Micro 2 36 4 2.554  1.082 0.194 0.608 0.617  0.680
Micro 3 38 7 3780 1.475 0368  0.735 0.745  0.499
Micro 4 34 5 3.099 1.206 0441  0.677 0.687  0.349
Micro 5 38 5 2796 1.174  0.684  0.642 0.651  -0.065
Micro 6 32 5 3879 1.445 0.156  0.742 0.754  0.789
Micro 7 38 7 5906 1.847 0.026  0.831 0.842 0968
Micro 8 37 6 4430 1.608 0459 0774 0785  0.407
Norte de Santander

Micro 1 36 7 4909 1.738 0944 0.796 0.808  -0.186
Micro 2 38 4 3.021  1.198 0579  0.669 0.678  0.135
Micro 3 37 6 3248  1.392 0270  0.692 0.702  0.609
Micro 4 37 4 2788  1.149 0459  0.641 0.650  0.284
Micro 5 38 4 2415 1.052 0.605 0.586 0.594 -0.033
Micro 6 12 2 2.000 0.693 0.000 0.500 0.522  1.000
Micro 7 38 7 4.878 1.720 0.000  0.795 0.806  1.000
Micro 8 38 4 2938 1.185 0.132  0.660 0.668  0.801
Narifio

Micro 1 37 9 3574 1.669 0568  0.720 0.730  0.212
Micro 2 37 17 2931  1.369 0351  0.659 0.668  0.467
Micro 3 38 6 3.198  1.408 0500  0.687 0.696  0.273
Micro 4 38 4 2470  1.030 0.211  0.595 0.603  0.646
Micro 5 38 4 1.904 0.790 0368 0475 0481  0.224
Micro 6 25 3 1.771 0760 0.160  0.435 0.444  0.632
Micro 7 38 4 3967 1382 0.000 0.748 0.758  1.000
Micro 8 38 3 2111 0.839 0289  0.526 0.533  0.450




Tabla 3.4. Analisis del equilibrio de Hardy Weinberg para cada locus por cada poblacion. (Tomado de
la tesis de Doctorado de Diego Villanueva Mejia).

Test de Bonferroni

Poblacién Locus DF ChiSq Prob  Signif 0=0.05n « Signif
Boyaca Microl 6 14.245 0.027 ns 0.05/4 0.013  ns
Antioquia Microl 15 63.403 0.000  *** 0.05/3 0.017 *
N. Santander Microl 21 110.796  0.000  *** 0.05/2 0.025 *
Narifio Microl 36 111.261  0.000  *** 0.05/1 0.050  *
N. Santander Micro2 6 12.313 0.055 ns 0.05/4 0.013  ns
Narifio Micro2 21 43.666 0.003 ns 0.05/3 0.017 *
Antioquia Micro2 21 120.011  0.000  *** 0.05/2 0.025 *
Boyaca Micro2 6 65.660 0.000  *** 0.05/1 0.050  *
Antioquia Micro3 10 51.572 0.000  *** 0.05/4 0.013 *
Boyaca Micro3 21 68.152 0.000  *** 0.05/3 0.017 *
N. Santander Micro3 15 68.345 0.000  *** 0.05/2 0.025 *
Narino Micro3 15 62.670 0.000  *** 0.05/1 0.050  *
Antioquia Micro4 6 13.016 0.043 ns 0.05/4 0.013  ns
N. Santander Micro4 6 18.364 0.005 ns 0.05/3 0.017 *
Boyaca Micro4 10 86.867 0.000  *** 0.05/2 0.025 *
Narifo Micro4 6 66.414 0.000  *** 0.05/1 0.050  *
Nariiio Micro5 6 7.257 0.298 ns 0.05/4 0.013  ns
Boyaca Micro5 10 14.461 0.153  ns 0.05/3 0.017 ns
Antioquia Micro5 15 50.695 0.000  *** 0.05/2 0.025 *
N. Santander Micro5 6 40.981 0.000  *** 0.05/1 0.050  *
N. Santander Micro6 1 12.000 0.001  *** 0.05/4 0.013 *
Antioquia Micro6 6 87.155 0.000  *** 0.05/3 0.017 *
Boyaca Micro6 10 79.233 0.000  *** 0.05/2 0.025 *
Narifo Micro6 3 18.948 0.000  *** 0.05/1 0.050  *
Antioquia Micro7 15 136.838  0.000  *** 0.05/4 0.013 *
Boyaca Micro7 21 217.871  0.000  *** 0.05/3 0.017 *
N. Santander Micro7 21 228.000  0.000  F** 0.05/2 0.025 *
Narifo Micro7 6 114.000  0.000  *** 0.05/1 0.050  *
Narifio Micro8 3 16.001 0.001 ns 0.05/4 0.013 *
Antioquia Micro8 10 80.998 0.000  *** 0.05/3 0.017 *
Boyaca Micro8 15 52.812 0.000  *** 0.05/2 0.025 *
N. Santander Micro8 6 62.633 0.000  *** 0.05/1 0.050 *




Por otro lado, Villanueva et al., (2015b) realizaron un andlisis adicional de la genética de po-
blaciones de 7. solanivora con el uso de marcadores de ocho microsatélites en la especie. Ellos
emplearon estos marcadores ya que habian sido previamente estandarizados por Torres-Le-
guizamoén et al., (2009) en T solanivora. Ademas, los microsatélites fueron tenidos en cuenta,
porque representan los marcadores moleculares mas utiles para realizar analisis en genética de
poblaciones ya que son codominantes y faciles de estandarizar en el laboratorio (Freely 2005,
Villanueva ef al., 2015 b). Los microsatélites consisten en loci de secuencias simples repetidas
en tandem (usualmente de 5 a 20) en el genoma con una longitud de repeticion minima de 12
pares de bases (Vaughan y Lloyd, 2003; Ellegren, 2004). Los que tienen un rango de 1 a 6
nucleotidos longitud son clasificados como mono-, di-, tri-, tetra-, penta-, y hexanucle6tidos
repetidos (van Oppen et al., 2000). Estudios comparativos en insectos, con estos marcadores,
han sugerido que la longitud y frecuencia del microsatélite esta relacionada con el tamaiio del
genoma (Hancock, 1996). Debido al alto nivel de polimorfismo, confiabilidad y reproducibi-
lidad en la genotipificacion mediante PCR, estas secuencias son los marcadores moleculares
de ADN mas poderosas y disponibles para estudios evolutivos y de genética de poblaciones
(Zhang, 2004).

El analisis de los datos obtenidos con los microsatélites reveld la presencia de 2— 9 alelos
efectivos en todos los ocho microsatélites (Tabla 3.3). El microsatélite 1 produjo el mayor
numero de alelos (Antioquia = 6, Boyaca = 4, Norte de Santander = 7 y Narifio = 9), seguido
de los microsatélites 2, 3, 4, 7 y 8, mientras que el microsatélite 6 produjo el menor nimero
de alelos (Antioquia = 4, Boyaca = 5, Norte de Santander = 2 y Narifio = 3). Adicionalmente,
los valores de las heterocigocidades observadas y esperadas fueron diferentes en todos los
microsatélites, esto podria dar origen al desequilibrio de Hardy Weinberg detectado en la ta-
bla 3.4 que posteriormente fue corregido con una prueba de Bonferroni (que permite aceptar
la hipdtesis nula de un analisis cuyo ha sido rechazada por las multiples comparaciones simi-
lares realizadas en una variable). Los valores estimados de F o F, también fueron altos indico
que existen mas cruzamientos dentro de cada poblacidon que entre las poblaciones analizadas

o departamentos evaluados.

Posterior al analisis de HW, se realiz6 un andlisis de la genética de las poblaciones de 7. sola-
nivora al comparar los datos de microsatélites obtenidos en los cuatro departamentos de Co-

lombia y los estimadores F y R, , este ultimo se empleo también dado que es 6ptimo para usar

ST
en marcadores de microsatélites ya que esta diseniado para evaluar un marcador con multiples
heterocigotos y alelos que se producen por repeticiones en tandem (Slatkin 1985; Freely 2005).
El analisis de varianza molecular obtenido para los estimadores R, = 0.175 (p<0.01) y F =
0.094 (p<0.01), fueron significativos (Tabla 3.4), por lo que sugieren que las poblaciones de 7.
solanivora de Colombia estan genéticamente diferenciadas. Adicionalmente, los valores F

pareados sugieren un modelo de diferenciacion poblacional en la que las poblaciones de Narifio




y Norte de Santander son las mas diferenciadas del resto del pais (Tabla 3.5). Los microsatélites
que produjeron los valores F, mas altos fueron el 4, 5y 6, mientras que los microsatélites 6 y
7 produjeron los valores F y F mas altos (Tabla 3.6). Los valores R, obtenidos fueron mas
altos que los valores F_ en esta especie, demostro el poder del primer estimador cuyo se aplica

al analisis de los microsatélites (Slatkin,1985).

Tabla 3.5. Analisis de Varianza Molecular realizado con individuos de 7. solanivora de poblaciones
de Colombia, para obtener los estimadores F  (a) y R (b) (Tomado de la tesis de Doctorado de Diego
Villanueva Mejia).

a)
Source df SSM SEst. Var. % F-Statistics P Nm
AmongPops 3 78.345 26.115  0.288 9% Fst=0.094 0.010 2422
Amonglndiv 148 630.026 4.257 1.471 48%  Fis=0.528 0.010
WithinIndiv 152 200.000 1.316 1.316  43%  Fit=0.572 0.010

b)

Source df SSM SEst. Var. % F-Statistics P Nm

AmongPops 3 934.296 311.432 3.704 17%  Rst=0.175 0.010  1.180
Amonglndiv 148 4423.789 29.890  12.406 59%  Ris=0.710 0.010
Withinlndiv 152 772.000 5.079 5.079  24%  Rit=0.760 0.010

Tabla 3.6. Valores de F  pareados para las poblaciones de T solanivora muestreadas en Colombia.

(Tomado de la tesis de Doctorado de Diego Villanueva Mejia).

Lo N . Norte de .
Antioquia Antioquia Boyaca Santander Narifio
Boyaca 0.045
Norte de Santander 0.083 0.049
Narifio 0.101 0.063 0.036 0.000

Finalmente, un analisis bayesiano de asignacion ubico a 7. solanivora provenientes de las
poblaciones de Norte de Santander y Narifio en un cluster, mientras que las poblaciones del
insecto de Antioquia y Boyaca en otro cluster. Como se puede observar en la figura 3.3, los
cuatro departamentos muestreados de Colombia, se subdividen en K = 2 poblaciones donde

la poblacién en rojo tiene los genotipos de 7. solanivora de los departamentos de Antioquia y
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Boyaca y la poblacion en verde, principalmente muestra los genotipos de 7. solanivora colec-

tados en Narifio y Norte de Santander (figura 3.3).

Figura 3.3 Analisis de asignacion Bayesiano de los genotipos de 7. solanivora analizada con ocho
marcadores de microsatélites en los departamentos e Antioquia, Boyacd, Narifio y Norte de Santander.
(Tomado de la tesis de Doctorado de Diego Villanueva Mejia).
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En el trabajo de Villanueva et al., (2015 b), se realizd un analisis demografico genético de
las poblaciones usando el software BOTTLENECK 1.2 (Piry et al., 1999; Ruiz-Garcia et al.,
2013), para evaluar si una especie, ha experimentado un cuello de botella reciente. Esta eva-
luacion se realizd, puesto que Pulliandre et al. (2008) sugirieron que las poblaciones de 7. so-
lanivora de Colombia habian sufrido de este proceso evolutivo (Tabla 3.7). Los resultados de
este analisis sugieren que las poblaciones de 7. solanivora de nuestro pais, no han sufrido un
reciente cuello de botella. Villanueva et al., (2015 b) consideran que las diferencias obtenidas
por ellos y Pulliandre ef al., (2008), se deben a que los Gltimos autores analizaron un nimero
bajo de individuos por poblacién en Venezuela, Ecuador y Colombia, y por lo tanto, el nimero

de haplotipos obtenido en cada pais fue bajo.

En el trabajo de Villanueva et al., (2015 b) se encontrd que el nimero de alelos encontrados
para los ocho microsatélites analizados en 7. solanivora de Colombia fue mas bajo comparado
con un estudio previo para esta especie realizado por Torres—Leguizamoén et al., (2009). Ellos
encontraron de 8 hasta 22 alelos en poblaciones de Guatemala y Costa Rica, mientras que en
Colombia se encontraron de 2 a 8 alelos por microsatélite. Las diferencias obtenidas entre estos
dos trabajos, pueden ser por varias causas. Primero que todo, existen diferencias en la visualiza-
cion de los patrones de las bandas obtenidas entre estos dos estudios, debido a que ellos usaron
el método de la autoradiografia y Villanueva et al. (2015 b) utilizaron tincidén con Nitrato de
Plata. Otra posible explicacion, es que Torres- Leguizamén et al. (2009) analizaron poblacio-
nes de 7. solanivora de dos paises (Guatemala y Costa Rica) donde ésta especie es originaria
(Torres-Leguizamon et al., 2011), mientras que en esta investigacion se analizaron poblaciones
Colombia, donde la especie invadio al pais en 1985 (Herrera, 1997). Debido a que las poblacio-

nes fuente (ancestrales) se espera presenten una variabilidad genética mayor que las poblaciones
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fundadas (invadidas), los resultados aqui obtenidos coinciden con la historia y biologia evolu-

tiva de esta especie (Villanueva ef al,, 2015 a y b).

Tabla 3.7. Resultado con el software Bottleneck para determinar el efecto de cuellos de botella
recientes en 7. solanivora de Colombia. Ko= numero de alelos observados, He= heterocigocidad
esperada, Heq = heterocigocidad esperada bajo modelo de coalescencia, SD= desviacion estandar,
Prob= Probabilidad, SMM= Modelo de mutacién paso a paso. (Tomado de la tesis de Doctorado de
Diego Villanueva Mejia).

Under S.M.M.
Population locus Ko He Heq S.D. DH/sd Prob
Micro 1 76 0.817 0.73 0.069 1.264 0.027
Micro 2 74 0.622 0.773 0.055  -2.757 0.027
Micro 3 70 0.68 0.676 0.083  0.046 0.417
Micro 4 76 0.392 0.593 0.109  -1.849 0.059
Micro 5 76 0.765 0.735 0.063  0.472 0.38
Micro 6 66 0.695 0.6 0.102  0.936 0.157
Micro 7 76 0.811 0.733 0.064 1.2 0.054
Antioquia .
Micro 8 76 0.641 0.679 0.083  -0.462 0.248
Sign Test Wilconxon test
SMM Prob (One
tail for H excess)=
SMM Prob= 0.58217 0.47266
Styarized differences test Mode Shift
Normal L shaped
SMM Prob= 0.34204 distribution
Micro 1 4 0.719 0.61 0.1 1.093 0.08
Micro 2 4 0.617 0.595 0.107  0.204 0.496
Micro 3 7 0.745 0.776 0.051  -0.609 0.224
Micro 4 5 0.687 0.68 0.08 0.088 0.458
Micro 5 5 0.651 0.676 0.082  -0.302 0.303
Micro 6 5 0.754 0.682 0.075  0.958 0.149
i Micro 7 7 0.842 0.776 0.05 1.324 0.037
Boyaca
Micro 8 6 0.785 0.734 0.066  0.774 0.217
Sign Test Wilconxon test
SMM Prob (One
tail for H excess)=
SMM Prob= 0.30167 0.03711
Styarized differences test Mode Shift
Normal L shaped
SMM Prob= 0.10605 distribution




Under S.M.M.
Population locus Ko He Heq S.D. DH/sd Prob
Micro 1 7 0.808 0.778 0.048  0.615 0.312
Micro 2 4 0.678 0.586 0.109  0.839 0.188
Micro 3 6 0.702 0.735 0.064  -0.523 0.238
Micro 4 4 0.65 0.601 0.101  0.483 0.383
Micro 5 4 0.594 0.597 0.108  -0.03 0.403
Micro 6 2 0.522 0.3 0.158 1.4 0.023
Norte de Micro 7 7 0.806 0.773 0.053  0.608 0.315
Santander  \ficro 8 4 0.668  0.594 0.108  0.69 0278
Sign Test Wilconxon test
SMM Prob (One
tail for H excess)=
SMM Prob= 0.27687 0.01367
Styarized differences test Mode Shift
Normal L shaped
SMM Prob= 0.07446 distribution
0.830 0.038 -2.663
Micro 1 9 0.73 0.0200 0.038 -2.663 0.02
0.773 0.053 -1.982
Micro 2 7 0.668 0.0530 0.053 -1982 0.053
0.731 0.067 -0.519
Micro 3 6 0.696 0.2390 0.067 -0.519 0.239
0.594 0.102 0.089
Micro 4 4 0.603 0.4620 0.102 0.089 0.462
0.594 0.106 -1.065
Micro 5 4 0.481 0.1350 0.106 -1.065 0.135
0.4770.138 -0.239
Nariii Micro 6 3 0.444 0.3350 0.138 -0.239 0.335
arino
0.598 0.106 1.505
Micro 7 4 0.758 0.0000 0.106 1.505 0
0.471 0.135 0.462
Micro 8 3 0.533 0.3670 0.135 0.462 0.367
Sign Test Wilconxon test
SMM Prob (One
tail for H excess)=
SMM Prob= 0.17714 0.87500
Styarized differences test Mode Shift
Normal L shaped
SMM Prob= 0.0594 distribution

Los valores obtenidos con los estimadores R .y F¢ con el analisis de varianza molecular
(AMOVA) sugieren que 7. solanivora de Colombia estd genéticamente diferenciada,
siendo el valor de R, mas alto que el valor F_ corroborando los resultados obtenidos con la
secuenciacion de los genes mitocondriales COI'y Cytb. Los valores F pareados mostraron que
las poblaciones de Boyaca y Antioquia, seguido por Boyaca y Norte de Santander, son las po-
blaciones genéticamente mas similares. Adicionalmente, Norte de Santander y Narifio produje-
ron los valores F, mas bajos, sugiriendo esto que existe una baja diferenciacion genética entre
estas dos regiones de Colombia. Los primeros resultados pueden ser explicados teniendo en

cuenta que Boyaci es el principal distribuidor de papa en Colombia hacia el resto del pais y que



el movimiento del tubérculo puede ser la principal causa de que exista homogenizacion gené-
tica entre las poblaciones de 7. solanivora de éstas regiones en Colombia. Por otra parte, Norte
de Santander fue la primera region de Colombia que ésta plaga invadi6 en 1985 (Herrera, 1997)
y por ello, la composicion genética de individuos de 7. solanivora de esta region difiere de las
otras regiones del pais (Nifio, 2004; Pulliandre et al., 2008). Ademas, se debe tener en cuenta
que la produccidn de papa en ésta region (Norte de Santander) es usada principalmente para
consumo domeéstico y, por lo tanto, los tubérculos de papa (principal medio de movilidad de la
plaga), no se distribuye a otras regiones de Colombia. Para el caso de Narifio, se detectd la mas
alta diferenciacion genética que en las demas regiones evaluadas. Este resultado se explica de-
bido a que Narifio es la region con la mayor cantidad de variedades de papa Solanum tuberosum
cultivadas en Colombia, mientras que, en el resto del pais, la variedad mas sembrada es Diacol
capira, esto implica que Narifio representa una mayor oferta de hospederos y variada que en

otras regiones de Colombia.

A pesar de haber encontrado que 7. Solanivora de Colombia se encuentra genéticamente dife-
renciada, es importante mencionar que tanto los valores R como F¢ encontrados son bajos.
Esto podria ser explicado por la historia de colonizacion de esta especie en Colombia, pais que

invadi6 recientemente, ya que ocurrid en 1985 (Herrera, 1997)

Los resultados obtenidos con STRUCTURE (Pritchard ef al., 2000; Evanno et al., 2005) mos-
traron que 7. solanivora de Colombia estd diferenciada en K= 2 poblaciones compuestas por
un primer cluster que agrupa a los departamentos de Antioquia y Boyaca y un segundo cluster a
Norte de Santander y Narifio. La figurade STRUCTURE muestra que Boyaca es la region
que mas comparte la mayoria de los genotipos entre todas las regiones evaluadas. Esto podria
ser explicado por la ubicacion de Boyaca (centro del pais) y el papel que juega como distribui-
dor de papa, donde los tubérculos se transportan hacia el resto del pais y adicionalmente, es una
region que recibe una gran cantidad de papa procedente de otras regiones de Colombia, para
que desde alli se distribuyan a otras regiones, una de ellas es Antioquia. Por otro lado, Norte de
Santander fue el primer lugar que invadio 7. solanivora en Colombia, mientras que Narifio es
una de las regiones mas diversas, en cuanto a variedades de papa como hospederos para esta
plaga, sumando a esto su cercania con Ecuador, pais donde se produce una gran cantidad de

variedades y especies de papa del género Solanum (Villanueva et al., 2015 a).

En general, 7. solanivora es considerada una especie monofaga mientras que S. frugiperda
(Lepidoptera, Noctuidae), que es una especie polifaga, (Salinas-Herndndez y Saldaman-
do-Benjumea, 2011). Estos resultados podrian ser explicados por el nivel de asociacion plan-
ta hospedera—plaga, donde 7. solanivora tiene una restriccion mas alta de hospederos que las
otras plagas. La asociacion a plantas hospederas tiene una alta relevancia sobre el nivel de dife-

renciacion genética de los insectos, debido a que 7. solanivora representa una especie que esta



genéticamente diferenciada por su fuerte asociacion a Solanum tuberosum y su escasa habili-
dad de dispersion (Villanueva et al., 2015 b).

Adicionalmente, el andlisis realizado mediante el software BOTTLENECK produjo resulta-
dos que sugieren que 7. solanivora no ha sufrido un reciente cuello de botella poblacional,
tal como lo argument6 Pulliandre et al. (2008). Villanueva et al. (2015 b) sugieren que las
diferencias obtenidas entre este estudio y el reportado por Pulliandre et al. (2008), se debe a
que los ultimos autores analizaron un niimero bajo de individuos por poblacién en Venezuela,
Ecuador y Colombia, y, por lo tanto, el nimero de haplotipos obtenido en cada pais fue bajo.
Ellos argumentaron la baja presencia de haplotipos al efecto de un cuello de botella y no por el
bajo niimero de muestras analizadas (efecto de la deriva genética). Por el contrario, Villanueva
et al. (2015 a) encontraron un nimero alto de haplotipos en 7! solanivora de Colombia puesto
que analizaron un mayor numero de muestras por poblacion (por region evaluada) y adicional-
mente, por analizar dos genes mitocondriales (Cytb y COI), los cuales tienen tasas de mutacion
diferentes, que permitieron corroborar la incidencia de un adecuado marcador molecular para

insectos en cuanto a estudios genéticos se refiere.

Finalmente, las estrategias disefiadas para el manejo integrado de 7! solanivora en Colombia
requieren la informacion obtenida en la tesis de Diego Fernando Villanueva, dado el flujo
genético demostrado entre la region de Boyacd y las otras regiones del pais. Estos resultados
implican que el manejo de la plaga debera ser diferente en Antioquia y Boyaca vs Narifio y
Norte de Santander, tal como se encontré en el analisis de los F_ pareados y las K=2 subpo-
blaciones determinadas usando STRUCTURE. Adicionalmente, hay una posibilidad latente de
que el movimiento de genes confiera resistencia a insecticidas entre las poblaciones con alto
flujo de genes, teniendo en cuenta que los alelos de resistencia podran segregarse rapidamente
a través del pais gracia sal patron migratorio de 7. solanivora. Por otro lado, individuos de
1! solanivora de las regiones de Norte de Santander y Narifio deben ser incluidas en futuros
bioensayos en los que nuevos insecticidas estén siendo evaluados en Colombia, debido a la
alta riqueza alélica encontrada en estas regiones, dado que esto podria sugerir una respuesta
diferencial de individuos de estas poblaciones a los controladores que se estén evaluando en el
pais (Agonet, 2004; Nino, 2004).

Uno de los resultados mas importantes obtenidos por Villanueva-Mejia, estd relaciona-
do con los posibles hospederos que 7. solanivora pudo haber encontrado en Colombia
o en los lugares donde el insecto es considerado una plaga importante. Particularmente,
el resultado se refiere al conocimiento del flujo genético que ocurre entre los individuos
de los hospederos analizados, los cuales son usados por la plaga para reproducirse o no.
Es por esto que futuros estudios relacionados con el tema deben ser llevados a cabo para

mejorar el manejo integrado de la plaga en Centro y Suramérica, dado que la monofagia




de T' solanivora ha sido siempre asociada a S. tuberosum y por lo tanto, futuros estudios
deberian concentrarse en determinar si ésta polilla utiliza otros hospederos diferentes de S.

tuberosum 'y S. phureja para su subsistencia y reproduccion.

3.3 Conclusiones generales de Tecia solanivora

Dentro de las conclusiones més importantes obtenidas en la polilla Guatemalteca de Colombia
se encuentran los resultados que demuestran que las poblaciones de 7. solanivora de Colombia
estan genéticamente estructuradas, siendo la poblacion de Norte de Santander la méas diferen-
ciada del resto de las poblaciones, probablemente porque la papa producida en esa region es
empleada principalmente, para consumo doméstico, por lo que no reciben tubérculos de otras
partes del pais. Esta diferenciacion genética se evidencid con la secuenciacion de los genes

mitocondriales COIl'y Cytb y con los marcadores de microsatélites

Por otro lado, se encontrd que, de los dos marcadores de secuencias mitocondriales, el marca-
dor COI fue mejor marcador que el Cyth, dado que permitié evidenciar la estructura genética
poblacional en Colombia y el grado de expansion de las poblaciones de 7. solanivora de Boya-
ca. Ademas, presentd mayor diversidad genética puesto que tuvo mas sitios segregantes y mas
haplotipos. No obstante, la diversidad genética de 7. solanivora es menor con estos dos genes

mitocondriales que la diversidad encontrada con el gen COI en S. frugiperda.

La secuenciacion del gen Cytb de las muestras colombianas de T solanivova y su comparacion
con las bases de datos reportadas en el Genbank de muestras del insecto de Centro y Suraméri-
ca, demostraron que las poblaciones de este insecto de Colombia, Ecuador e Islas Canarias son
mas cercanas genéticamente entre si, indicé flujo genético entre ellas. Ademas, estas muestras
fueron distantes genéticamente de las poblaciones de Venezuela, quienes a su vez son mas
distantes genéticamente de las poblaciones de Guatemala. Estas distancias genéticas muestran
que las secuencias de poblaciones de Sur América y de Islas canarias son mas cercanas entre
si que con las muestras de la poblacion de centro América. Por lo que la migracion del insecto se
corrobora en este trabajo ya que se hipotetiza que provino de Guatemala y de alli invadi6 otros

paises de Sur América.

Los analisis de secuenciacion de los dos genes mitocondriales analizados en este estudio, mues-
tran que existe un flujo genético entre las poblaciones de 7. solanivora de la papa tradicional
(Solanum tuberosum) con la papa criolla (S. phureja) por lo que no hay diferenciacion genética

entre ellas, esto indica que la plaga utiliza ambos hospederos indistintamente.




Con el uso de los microsatélites y un andlisis bayesiano de asignacion de poblaciones, se logro
establecer que las muestras de 7. solanivora provenientes de cuatro departamentos de Colom-
bia se subdividen en K = 2 agrupaciones genéticas donde se estima poco de flujo genético de
las muestras de Boyaca al resto del pais. Las poblaciones estan divididas en Antioquia y Boya-
ca y por Narifio y Norte de Santander. Estos marcadores corroboraron los resultados obtenidos
con las secuencias de genes mitocondriales, demostrd que la especie se encuentra genéticamen-

te diferenciada en el pais.

Con el fin de evaluar el efecto de controladores bioldgicos y quimicos sobre las poblaciones de
1! solanivora, se sugiere tener en cuenta las poblaciones de Narifio y Norte de Santander dada

la diversidad alélica de microsatélites encontrada en los insectos colectadas en ellas.
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4.1 Introduccion general del aislamiento reproductivo

El aislamiento reproductivo ya sea precigdtico o postcigotico tiene como finalidad reducir
el flujo genético entre poblaciones pertenecientes a diferentes especies (Dobzhansky, 1937),
y ha sido evaluado en una gran cantidad de insectos, dentro de los que se encuentran Chor-
thippus parallelus (Zetterstedt, 1821), Drosophila sp., (Fallen, 1823) Spodoptera frugiperda
(J. E. Smith 1797), Anartia fatima (Fabricius, 1793) y A. amathea (Linnaeus, 1758), Helico-
nius cydno (Doubleday, 1847) y H. melpomene (Linnaeus, 1758), (Hewitt et al., 1987; Coyne
y Orr 1989a, 1989b; Pashley et al., 1992; Davies et al,. 1997; Jiggins et al., 2001; Presgraves
2002; Groot et al., 2008, 2010). Ejemplos mas recientes de estudios de aislamiento reproduc-
tivo incluyen a los diferentes linajes de Trips tabaci (Gennadius,1889) (Kiraly et al., 2022),
entre tres especies de polillas del género Habenaria (H. limprichtii, H. davidii, y H. delavayi)
(Zhang et al., 2022), entre otros.

En muchos casos, el aislamiento reproductivo involucra la discriminacion existente entre ma-
chos y hembras, previo al apareamiento, el cual es denominado aislamiento precigotico, ya
que evita el flujo genético entre individuos pertenecientes a dos especies distintas, que en
algunos casos pueden ser razas entre diferentes especies o biotipos (Futuyma, 2005; Prowell,
1998, Coates et al., 2018). Otro tipo de aislamiento reproductivo, ocurre después del aparea-
miento entre las especies por lo que es denominado aislamiento postcigdtico y en este caso
la seleccion natural actia contra la hibridacion (Futuyma, 2005). Dentro del aislamiento re-
productivo precigdtico comportamental, en las mariposas, un caso de especiacion se ha dado
por la evolucion del comportamiento de apareamiento entre machos y hembras de una misma
especie basado en el patrén de coloracion alar, como se ha observado en las mariposas Heli-
conius cydno 'y H. melpomene, ya que las hembras discriminan los machos que no presentan
la misma coloracion en el ala y este apareamiento asociativo es mas pronunciado en poblacio-
nes simpatricas que en alopatricas (Jiggins et al., 2001). Mientras que, en las polillas, Monti et
al. (1997) encontraron que las especies Spodoptera latifascia (Walker, 1856) y S. descoinsi
(Lalanne-Cassou y Silvain, 1994) no se aparean entre si dado que sus hembras producen dife-
rentes feromonas y ademas existe una reduccion en el fitness de los hibridos en sus generacio-
nes F y F,, demostrandose que también tienen aislamiento postcigético. En otro caso, la polilla
Zeiraphera diniana (Guénée, 1845) divergié en dos poblaciones que se encuentran asociadas
principalmente al alerce europeo y al pino cembrano (Emelianov et al., 2001). Otro ejemplo
interesante es la polilla del maiz Ostrinia nubilalis (Hiibner, 1796) de Francia puesto que tam-
bién divergio dos poblaciones asociadas al maiz y a la artemisa que presentan diferencias en
la composicidn de las feromonas emitidas por sus hembras y ademas presentan estructura ge-
nético poblacional (Bethenod et al., 2005; Martel et al., 2003; Malausa et al., 2005; Coates et

al., 2018). Finalmente, dentro de la lista de ejemplos que adicionarse, es la polilla S. frugiperda
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la cual ha evolucionado dos biotipos principalmente asociados al maiz y al arroz en Colombia
(Vélez-Arango et al., 2008; Cano-Calle et al., 2015).

Estudios previos sobre aislamiento reproductivo realizado en poblaciones de Estados Unidos
en S. frugiperda han demostrado que los biotipos de esta especie presentan aislamiento pre-
cigotico y aislamiento postcigotico (Saldamando, 2010; Saldamando, 2016). El aislamiento
precigotico es de cuatro tipos: 1) temporal, debido a que, en poblaciones de los Estados Uni-
dos, se ha encontrado que ambos biotipos se aparean a diferentes tiempos durante la noche,
siendo el biotipo maiz el que copula 6 horas més temprano en la noche (Pashley et al., 1992;
Scholf et al., 2009), esta temporalidad no se encontré en Colombia ya que ambos biotipos de
aparean entre las 2 h a 3 h después de la escotofase segtin los resultados dados por Velasquez
et al., (2011), y Saldamando et al. (2014), en trabajos de investigacion que se mostraran en
este capitulo del libro, 2) comportamental parcial, puesto que rara vez las hembras del biotipo
maiz se aparean con los machos del biotipo arroz. Sin embargo, el cruce reciproco si produce
progenie (Pashley ef al., 1992, Prowell, 1998). Estos resultados se encontraron tanto en pobla-
ciones de los Estados Unidos, como en poblaciones de Colombia (Saldamando et al., 2014),
3) quimico, ya que las hembras de cada biotipo difieren en su composicion de feromonas, las
cuales pueden ser (Z)11-16:Ac, (2)7-12:Ac, (Z)9-14:Ac y (Z2)9-12:Ac, siendo el primer com-
ponente significativamente mas abundante en hembras del biotipo maiz y los otros en hembras
del biotipo arroz (Groot et al., 2008). Aunque en un trabajo realizado en Colombia y que se
explica en el proximo capitulo, se encontr6 que los biotipos no difieren en las proporciones de
las feromonas mencionadas, pero si en sus compuestos volatiles (Cafias-Hoyos ef al., 2017) y
4) ecologico, puesto que cada biotipo se encuentra asociado a un hospedero diferente, siendo
los mas utilizados los cultivos de maiz y de arroz (Prowell et al., 2004; Vélez-Arango et al.,
2008; Cano-Calle et al., 2015).

Por otro lado, los biotipos de S. frugiperda también presentan aislamiento postcigotico, de-
bido a que, en resultados del insecto obtenidos de poblaciones de los Estados Unidos, los
pocos hibridos obtenidos a partir de cruces entre hembras del biotipo maiz y machos del bio-
tipo arroz son inviables, sin embargo, el cruce reciproco si produce hibridos fértiles y viables
(Nagoshi y Meagher, 2004). En el trabajo realizado por Velasquez-Vélez et al. (2011) que se
realizd con poblaciones del insecto de Colombia, los autores encontraron una reduccion en
el nimero de masas de huevos, nimero de hembras, desarrollo pupal, tiempo de desarrollo
pupal, longevidad de adultos y peso de pupas de las lineas F, y F, comparadas con las lineas
parentales compuestas por los biotipos de S. frugiperda, demostrandose que el aislamiento
postcigdtico de la especie es una barrera relevante para la permanencia de hibridos en el cam-
po. Los hibridos viables (reconocidos con marcadores moleculares) entre estos dos biotipos
se han encontrado en la naturaleza (Prowell et al., 2004) y segin Pashley (1998) y Prowell et

al. (2004) ello ha implicado que la especiacion de S. frugiperda al parecer se haya generado




en simpatria (Prowell, 1998), explico la existencia de zonas de hibridacion de este insecto en
Estados Unidos (Prowell et al., 2004) y en Colombia (Vélez-Arango ef al., 2008). Todas estas
diferencias sugieren que estos biotipos se estan comporté como dos nuevas especies incipien-
tes (Dres y Mallet 2002; Saldamando et al., 2014).

Segun de Saldamando ef al., (2014), el aislamiento reproductivo encontrado en los biotipos de
S. frugiperda fue evidenciado por primera vez en un estudio realizado por Pashley y Martin
(1987) en un experimento de no escogencia donde ellos usaron poblaciones del insecto de
Puerto Rico y Louisiana (Estados Unidos). Ellos intentaron realizar evaluaciones de cruces
entre machos del biotipo de maiz con hembras del biotipo de arroz provenientes de una mis-
ma localidad, sin obtener cruces exitosos ya que no produjeron progenie, ni transferencia de
espermatoforos. Por el contrario, los cruces de las hembras del biotopo de arroz con machos
del biotopo de maiz produjeron progenie viable y fértil (Saldamando et al., 2014). Ademas,
ellos encontraron que los machos hibridos R X C (arroz x maiz) pueden aparearse y fertilizar
a hembras de los dos biotipos, pero produjeron menos progenie que los cruces de las especies
parentales. Resultados similares fueron observados por Groot et al. (2010) con los biotipos de
este insecto de la Florida. Por lo que estos resultados sugieren que el aislamiento precigdtico
comportamental es parcial. Adicionalmente, Pashley ef al. (1992) demostraron que los biotipos
presentan aislamiento precigético temporal ya que el biotipo de maiz se aparea las 2/3 prime-
ras horas de la escotofase, mientras que el de arroz las ltimas 1/3 horas de la noche. En otro
estudid, donde se emplearon los biotipos colectados en Georgia se encontrd que los cruces en

el laboratorio solo se dieron dentro de cada poblacion de cada biotipo (Lu ef al., 1994).

En estudios realizados en Colombia, sobre la identificacion de los biotipos de S. frugiperda, se
encontrd que ambos muestran asociacion a los cultivos de maiz y arroz y a su vez que el bio-
tipo de maiz también se puede encontrar en maiz, algodon, sorgo, cafia de azlcar y el biotipo
de arroz, en cultivos de arroz y pastos (Vélez-Arango et al., 2008; Cano-Calle et al., 2015). En
estos trabajos, se sugirid que la asociacion que el biotipo de maiz se puede encontrar en bajas
proporciones en cultivos de arroz y el biotipo de arroz en cultivos de maiz, ademas se demostro
que existen poblaciones hibridas entre los biotipos, siendo la poblacion con la presencia de los
marcadores COIl'y FR de tipo +/+ 1a méas frecuente y por lo tanto se determind que es producto
de cruces entre hembras del biotipo de maiz con machos del biotipo de arroz dada la herencia
de cada marcador, por ello los hallazgos encontrados del aislamiento reproductivo entre los
biotipos de S. frugiperda originaron las investigaciones de este tema que se plasman en este ca-
pitulo que a su vez proporciond las bases para el articulo sobre aislamiento reproductivo postci-

gotico y comportamental entre los biotipos de S. frugiperda de Velasquez-Vélez et al., (2011).

Para analizar el aislamiento reproductivo entre individuos de diferentes especies, es impor-

tante entender el concepto de especiacion, el cual es un proceso evolutivo relacionado con el




aislamiento reproductivo que previenen o reducen el flujo genético entre poblaciones de una
misma especie (Coyne y Orr, 1989; Saldamando et al., 2014). Por lo que, aquellos individuos
de una poblacion son considerados de la misma especie si estos son compatibles reproducti-
vamente entre ellos (Mayr, 1942 citado por Turelli ef al., 2001), éste fue uno de los conceptos
mas reconocidos en el campo de la biologia evolutiva, y al que se le llamé “concepto bioldgico
de especie”. Con el fin de que dos poblaciones evolucionen en dos especies genéticamente
diferenciadas, es necesario la existencia de aislamiento reproductivo entre estas poblaciones,
posteriormente la formacion de zonas de hibridacion y finalmente la especiacion (Coyne y Orr
1989; Butlin, 1998; Jiggins et al., 2001; Turelli et al., 2001).

El aislamiento reproductivo ha sido clasificado como precigético y postcigdtico (Dobzhansky
1937; Coyne y Orr, 1989; 1998, Turelli et al., 2001). El primero consiste en la evolucion de
barreras reproductivas que ocurren antes de la formacion del cigoto y son de tipo: comporta-
mental, temporal, espacial, quimico y mecénico. Este tipo de aislamiento explica las barreras
al flujo genético entre individuos de diferentes especies evitan reproducirse al momento de cru-
zarse. El segundo tipo de aislamiento, consiste en la evolucion de barreras reproductivas que
ocurren después de la formacion del cigoto y consisten en produccion de hibridos inviables,
hibridos estériles y bajo éxito reproductivo (fitness) de los hibridos (Dobzhansky, 1937; Coyne
y Orr, 1989; 1998, Butlin, 1998; Turelli et al., 2001).

Dos tipos de analisis que se realizan en laboratorio han sido considerados para la ejecucion de
estudios del aislamiento reproductivo precigdtico y postcigdtico: 1) el apareamiento asociativo
y 2) la obtencion de progenie hibrida entre razas, especies, variedades o biotipos, respectiva-
mente (Coyne y Orr, 1998; Bridle et al., 2006; McMillan et al., 1997; Velasquez-Vélez et al.,
2011; Saldamando et al., 2014). Los experimentos de apareamiento asociativo (aislamiento
reproductivo precigético comportamental) consisten en ubicar un macho de una poblacion A
(especie, raza o biotipo) en una misma jaula con dos hembras, una de la poblacion Ay la otra
de otra poblacion B (especie, raza o biotipo) por un determinado periodo de tiempo (ejemplo:
2 a 5 horas) y viceversa (Davis et al., 1997; MacMillan et al., 1997; Velasquez-Vélez et al.,
2011). Esto con el objeto de determinar si los dos individuos se reconocen entre si. En el caso
de que los machos y hembras evaluados se reproduzcan, las dos poblaciones son consideradas
de la misma especie, pero si no lo hacen, podrian demostrar que son especies verdaderas (Mc-
Millan et al., 1997; Bailey et al., 2004). Otro tipo de evaluacion, es el analisis de escogencia
multiple, en el que se colocan en una misma jaula dos machos con dos hembras de poblaciones
o especies diferentes, esto con el fin de determinar el aislamiento comportamental y darle la
oportunidad a cada uno de escoger pareja y competir por ella (Saldamando et al.,2014). Este
ultimo disefio experimental permite ademas de evaluar la competencia y la escogencia entre
machos y hembras de las dos poblaciones, la estimacion del indice de aislamiento reproductivo
(I) que puede ser comparado entre diferentes especies de animales y establecer su grado de

aislamiento (Bailey et al., 2004).




Por otro lado, los experimentos de aislamiento postcigdtico se basan en la obtencion de proge-
nie hibrida a partir de cruces entre individuos de las poblaciones A y B, si ambas poblaciones
hibridan y su progenie es fértil y viable, no hay aislamiento postcigotico, pero si ellas producen
progenie infértil y/o inviable (regla de Haldane), se demostraria que esta barrera de aislamien-
to reproductivo se esta desarrolld en la especie analizada (Coyne y Orr, 1989, 1998; Haldane
1922; Kost et al., 2016).

En el trabajo de investigacion realizado por Maria Isabel Velasquez dio origen a la tesis de
pregrado y a su articulo: Veldsquez-Vélez et al. (2011). En este articulo se muestra el primer
estudio del aislamiento reproductivo entre los biotipos de S. frugiperda en Colombia. Otros
andlisis de este tipo de aislamiento se han reportado en poblaciones del insecto de los Estados
Unidos por Pashley et al. (1992) y Scholf et al. (2009), pero debido a que las poblaciones de S.
frugiperda son diferentes genéticamente a las poblaciones de Estados Unidos, como lo encon-
trado por Salinas -Herndndez y Saldamando (2011).

Los biotipos de S. frugiperda, fueron denominados especies verdaderas por Dres y Mallet
(2002) debido a que en ellos se han observado formas de aislamiento reproductivo precigo-
tico y postcigodtico de poblaciones del insecto de Estados Unidos. El aislamiento precigético
es de cuatro tipos: 1) temporal, debido a que ambos biotipos se aparean a diferentes tiempos
durante la noche, siendo el biotipo maiz el que copula 6 horas mas temprano en la noche
(Pashley et al., 1992; Scholf et al., 2009), 2) comportamental parcial, dado que rara vez las
hembras del biotipo maiz se aparean con los machos del biotipo arroz. Sin embargo, el cru-
ce reciproco si produce progenie (Pashley et al.,1992; Prowell 1998), 3) quimico, ya que las
hembras de cada biotipo difieren en su la composicion y concentracion de feromonas, las cua-
les pueden ser (Z)11-16:Ac, (Z)7-12:Ac, (2)9-14:Ac y (Z)9-12:Ac, siendo los dos primeros
componentes son significativamente mas abundantes en hembras del biotipo maiz y los otros
en hembras del biotipo arroz (Groot et al., 2008) y 4) ecologico, puesto que cada biotipo se
encuentra asociado a un hospedero diferente, siendo los mas utilizados los cultivos de maiz
y de arroz (Prowell et al.,2004).

Por otro lado, los biotipos de S. frugiperda también presentan aislamiento postcigotico, debido
a que, en Estados Unidos, los hibridos obtenidos a partir de cruces entre hembras del biotipo
maiz y machos del biotipo arroz son inviables, sin embargo, el cruce reciproco si produce
hibridos fértiles y viables (Nagoshi y Meagher, 2004). Los hibridos viables (reconocidos con
marcadores moleculares) entre estos dos biotipos se han encontrado en la naturaleza (Prowell
et al., 2004) y segiin Pashley (1998) y Prowell et al. (2004) ello ha implicado que la especia-
cion de S. frugiperda al parecer se haya generado en simpatria (Prowell, 1998). Todas estas
diferencias sugieren que estos biotipos se estan comportd como dos especies incipientes, segin
los resultados obtenidos en poblaciones de este insecto de los Estados Unidos (Dres y Mallet,
2002), pero no se tiene conocimiento sobre el aislamiento reproductivo de los biotipos de S.

frugiperda de Colombia.




4.2 Evaluacion del aislamiento reproductivo en S.
frugiperda realizado en Colombia

Para la realizacion del trabajo de Velasquez-Vélez et al. (2011), se colectaron al azar larvas (N=
200) en todos los instar de S. frugiperda, en cultivos de maiz y arroz, las larvas del biotipo de
maiz fueron colectadas en cultivos de maiz ubicados en el municipio de Mariquita Vereda San
Felipe, en el municipio de San Luis Corregimiento de Payy¢, y las larvas del biotipo de arroz
fueron colectadas en cultivos de arroz ubicados el municipio de Ambalema, y en el municipio
de Ibagué vereda Buenos Aires, todos estos municipios se ubican en el departamento del Toli-
ma. Las larvas colectadas (N = 100 por cultivo) se llevaron vivas al cuarto de cria ubicado en
la Universidad Nacional de Colombia, sede Medellin para establecer una colonia. A partir de la
colonia se realizaron cruces dentro y entre poblaciones muestreadas para obtener las siguientes
generaciones filiales.

Para evaluar el aislamiento precigdtico y temporal en las poblaciones de maiz y arroz de S.
frugiperda, se ubico una hembra y un macho de cada poblacion en jaulas de 20 x 30 cm? en
condiciones de oscuridad y se contabilizé el tiempo necesario para que cada pareja tuviera su
primer apareamiento y también el tiempo de duracion del mismo (Pashley et al., 1992). Tanto
machos y hembras que fueron evaluados eran virgenes y tenian 3 dias de edad. Los resultados
relacionados con el aislamiento temporal se muestran en las tablas 4.1 y 4.2.

Tabla 4.1. Aislamiento precigotico comportamental medido como tiempo de apareamiento de pobla-
ciones de maiz y arroz de Spodoptera frugiperda. (Tomado de la tesis de Pregrado de Maria Isabel
Velasquez Vélez).

Caricter N Biotipo  Promedio ES ;?)s:malidad :l{eo \I};?‘%:::;::ad I:;zparativo
10  Maiz 181.1 10.81 KS=0.096 F=1.83 t=10.96
Tiempo primer apareamiento (min) 10  Arroz 239.7 15.96 p >0.05 p=0.193 p=0.35
Tiempo de copula (min) 10  Maiz 148 7.05 KS=0.153 F=0091 t=1.77
10 Arroz 101.5 437 p>0.05 p=0.352 p=0.093

Los resultados del aislamiento reproductivo precigético temporal no fueron significativos ni
para el tiempo requerido por las polillas para realizar su primer apareamiento ni para el tiempo
requerido durante el apareamiento (Tablas 4.1, 4.2). Estos analisis se realizaron en dos trabajos,
el primero por Veldsquez-Vélez et al. (2011) y el segundo por Saldamando ef al. (2014) y a
pesar de que sus resultados no fueron significativos, ambos siguen las mismas tendencias de

las poblaciones de S. frugiperda evaluadas en Louisiana, analizadas por Pashley et al. (1992).



Las poblaciones del biotipo de arroz del Tolima, se aparean mas tarde en la noche que las
poblaciones del biotipo de maiz, a los 239 (3.98 h) y 181 min (3 h) después de la escotofase
respectivamente. En el caso de las poblaciones de Louisiana, los individuos del biotipo de
arroz se aparean a los 475.8 min (7.93h) y las del biotipo de maiz a los 210 min (3.5 h) Ade-
mas, el tiempo de duracion del apareamiento también son similares a los resultados obtenidos
por Pashley et al. (1992), debido a que las poblaciones del biotipo de maiz se demoran mas
tiempo apareandose que las poblaciones del biotipo de arroz, tanto en Estados Unidos como
en Colombia (Tolima). En Louisiana, las poblaciones del biotipo de maiz se demoran apareéan-
dose de 115 +/-17 min y las del biotipo de arroz 77 +/- 7min, mientras que las poblaciones
de estos dos biotipos del Tolima, se aparean durante 148 min y 101.50 min respectivamente
(Tablas 4.1 y 4.2). La diferencia de los resultados obtenidos en este trabajo respecto a los de
Pashley et al. (1992) puede atribuirse a que el nimero de cruces utilizados por estos autores
es mayor al nimero de evaluaciones que realizaron en los trabajos hechos en Colombia, por
esta razon no se puede descartar la posibilidad de aislamiento reproductivo temporal entre las

poblaciones de S. frugiperda colectadas en cultivos de maiz y arroz del Tolima.

Tabla 4.2. Aislamiento precigotico comportamental medido como tiempo de apareamiento de poblaciones
de maiz y arroz de Spodoptera frugiperda (Tomado de la tesis de Pregrado de Maria Isabel Velasquez Vélez).

Caracter N Biotipo Promedio ES Test . Hor.nogeneldad de  Test .
Normalidad varianzas comparativo
Mann
34 Maiz 178.2 187 KS=0.114 F=4.0 Whitney U =
508.5
Tiempo primer apareamiento 5 Arroz 203.6 280  p<0.01 p=0.051 p=035
(min)
Tiempo de copula (min) 32 Maiz 113.4 123 KS=0.104 F=1.65 t=0.79
21 Arroz 93.67 7.71 p>0.0.5 p=0.205 p =0.466

En el trabajo de Saldamando et al. (2014), se realizaron varias estimaciones del aislamiento re-
productivo comportamental entre los biotipos de S. frugiperda del Tolima, la primera consistio
en la determinacion del indice de aislamiento reproductivo (I) (Gilbert y Starmer 1985, Coyne
et al., 2002), a partir de multiples cruzamientos de escogencia en el que se ubicaron 2 hembras
virgenes y 2 machos virgenes de cada biotipo en una jaula y se esperd6 el tiempo requerido para

realizar la primera copula, todos los adultos tenian 3 dias de vida.

El indice de aislamiento reproductivo (I) tiene en cuenta el nimero de apareamientos entre cua-
tro tipos de parejas: Homotipicas: donde A = machos del biotipo de maiz x hembras del biotipo
de maiz, D = machos del biotipo de arroz x hembras del biotipo de arroz. Heterotipico: donde

B = machos del biotipo maiz x hembras del biotipo arroz y C = machos del biotipo de arroz




x hembras del biotipo maiz, N = numero total de apareamientos observados (A + B + C + D)
(Gilbert y Starmer, 1985; Coyne et al., 2002). Este indice fue calculado con la siguiente formu-
laI=4(AD-BC)/N2.

En la segunda estimacion, Saldamando et al. (2014) obtuvieron una tabla de contingencia con
test de Montecarlo y test de Fisher. En este analisis se quiso determinar si el apareamiento entre

los biotipos de S. frugiperda de realizaban de manera independiente.

El tercer método se basé en un método de la maxima verosimilitud para estimar el grado de
aislamiento entre biotipos (I) y la propension de apareamiento de las hembras evaluadas (Davis
et al., 1997, McMillan et al., 1997). Los apareamientos seran separados en cuatro categorias.
Los modelos para analizar los apareamientos tendran en cuenta los parametros: a) I = indice
de aislamiento, -1 significa apareamiento no asociativo y 1 apareamiento asociativo, b) Vm =
propension de apareamiento de la hembra de maiz (relativo al macho de maiz), c) Wm = pro-
pension de apareamiento del macho de maiz (relativo a la hembra de maiz). Los parametros Wa
(propension de apareamiento del macho de arroz (relativo a la hembra de arroz)) y Va (propen-
sion de apareamiento de la hembra de arroz (relativo al macho de arroz)), tomaron los valores

de 1 para la maxima verosimilitud (Bailey et al., 2004).

Las probabilidades esperadas para los cuatro tipos de apareamiento son: a) Hembra de maiz
con macho de maiz (m x m), pmm = (Vm/ (Vm+Va)) x (Wm/ (Wm+Wa)) + /4, b) Hembra de
maiz con macho de arroz (m x a), pma = (Vm/ (Vm+Va)) x (Wa/ (Wm+Wa))-1/4, ¢) Hembra
de arroz con macho de maiz (a x m), pam = (Va/ (Vm+Va)) x (Wm/ (Wm+Wa))-1/4, d) Hem-
bra de arroz con macho de arroz (a x a), paa = (Va/ (Vm+Va)) x (Wa/ (Wm+Wa)) + 1/4. La
optimizacién para la obtencion del mejor estimador de cada parametro y sus errores estandar
se realizaron con varias iteraciones y el logaritmo de la verosimilitud se calcul6 como en Davis
et al. (1997). Fueron evaluados cuatro modelos: 1) Apareamiento aleatorio, donde las propen-
siones de apareamiento se asumiran como iguales entre los sexos e I =0, 2) Propension de apa-
reamiento, cuyo [ = 0 y los valores de Wm y Vm son estimados, 3) Apareamiento asociativo,
donde las propensiones de apareamiento se asumen como iguales entre los sexos y por ello I
fue estimado y finalmente, 4) Apareamiento asociativo y propension de apareamiento, donde I,
Va 'y Wa fueron estimados por medio de iteraciones siguiendo los modelos utilizados por Davis
et al. (1997) para llegar a su maxima verosimilitud. Estos tres tipos de analisis llegaron a los
siguientes resultados (Tablas 4.3, 4.4 y 4.5).

Los resultados obtenidos con la estimacion del indice de aislamiento basados en el indice de chi
cuadrado (Gilbert y Starmer, 1985), produjeron un valor de: I =4[(13 x 7)1 x 10)]/ 31> = 0.33.

Demostréd que el apareamiento entre los biotipos de maiz y arroz de S. frugiperda es asociativo.




No obstante, este resultado muestra que el apareamiento asociativo es parcial ya que las fre-
cuencias de apareamiento entre los biotipos son de 0.41 en el biotipo de maiz, 0.32 en el biotipo
de arroz, 0.22 entre las hembras del biotipo de arroz con los machos de maiz y 0.032 entre el
cruce reciproco. Adicionalmente, en la tabla 2.3 se observa que los apareamientos entre las
hembras del biotipo de maiz con los machos del biotipo de arroz son los mas reducidos puesto
que solo ocurrieron una sola vez, mientras que los demds apareamientos generaron valores
muy similares. Esto sugiere que, el apareamiento entre los biotipos es asociativo, pero par-
cialmente puesto que en el cruce reciproco se observa que las hembras del biotipo de arroz se

aparean igualmente con los machos de ambos biotipos (Tabla 4.3).

Por otro lado, los resultados de la tabla 4.4 muestran que para calcular el indice de aislamiento
reproductivo con el método de la méxima verosimilitud (ML) se requeria tener en cuenta varios
parametros dentro de los cuales, la mejor estimacion tuvo en cuenta los parametros del indice
de aislamiento y la propension de apareamiento teniendo en cuenta solo al macho, el valor del
indice estimado fue de 0.33 y la mayor propension de apareamiento se dio en el macho del
biotipo de maiz con un valor de 3.141 indic6 que el macho del biotipo de maiz es 3 veces mas

propenso a buscar a la hembra que el macho del biotipo de arroz.

Tabla 4.3 Apareamientos entre los biotipos de maiz y arroz de S. frugiperda del departamento del Tolima
(C=Biotipo maiz, R= Biotipo arroz). (Tomado del informe de pasantia (PAE) de Kelly Estrada Piedrahita).

cd RJ
(ope) 13 (10.38) 1(3.61)
R? 10 (12.61) 7 (4.38)
Tabla de Contingencia ©=4.64 df=1 p=0.031
Monte Carlo test ©=145.29 df=1 p <0.0001
Fisher test p =0.0437

En el estudio de Saldamando et al. (2014), los autores utilizaron métodos de maxima verosimi-
litud para estimar la propension de apareamiento y el indice de aislamiento reproductivo entre
los biotipos de S. frugiperda del Tolima. Scholf ef al. (2011) también realizaron analisis con
este método, pero Saldamando ef al. (2014), también llevaron a cabo analisis de apareamiento
utilizé un método de multiple escogencia, por lo que se le dio la oportunidad a cada sexo de
escoger su pareja, a diferencia de Scholf ez al. (2011) ya que ellos no tuvieron en cuenta la
escogencia de pareja de manera simultdnea. No obstante, en ambos trabajos se obtuvieron in-
dices de aislamiento reproductivo muy similares ya que Saldamando ef al. (2014), obtuvieron
un valor de [ = 0.34 y Scholf et al. (2011) de I =0.35 para los cruces en los que las hembras del
biotipo maiz escogian a los machos de ambos biotipos y para el cruce contrario ellos encontra-

ron un valor de I = 0.44. Para esos experimentos, ellos usaron las hembras de maiz temprano




en la noche y las de arroz tarde en la noche. En el caso de Saldamando ef al. (2014), solo se
usaron tétradas para evaluar este tipo de aislamiento. No obstante, ambos trabajos se apoyan
mutuamente puesto que demuestran un aislamiento comportamental parcial entre los biotipos

de S. frugiperda.

Respecto a los andlisis de aislamiento comportamental encontrado en otros insectos, en el
caso de las mariposas Anartia fatima 'y A. amathea (1 = 0.12) (Davies et al., 1997). El ais-
lamiento reproductivo encontrado entre los biotipos de S. frugiperda es alto por lo que el
aislamiento comportamental ha evolucionado mas rapido para esta polilla que para estas dos
especies de mariposas. Anartia fatima 'y A. amathea son dos especies de mariposas que produ-
cen una zona de hibridacion en Panamé que tiene un tamafio de 10 km de ancho donde pro-
ducen hibridos de la generacion F, y retrocruces (Davies ef al., 1997). Estas dos mariposas,
al igual que los biotipos de S. frugiperda han evolucionado aislamiento postcigotico, por lo
que también son otro ejemplo de la regla de Haldane (Davies et al., 1997; Velasquez-Vélez
et al.,, 2011), ya que esta regla sugiere que cruces entre dos entidades genéticas diferentes o
especies producen hibridos estériles o inviables. En el caso de los biotipos de S. frugiperda
Drés y Mallet (2002) sugieren que ambos son dos especies que se encuentran evolucionado

barreras de aislamiento al flujo genético.

Saldamando et al. (2014) también realizaron un analisis del aislamiento temporal entre los
biotipos de maiz y arroz y a diferencia de los trabajos de Scholf ef al. (2009, 2011) y Pashley et
al. (1992), no se encontr6 que fuera significativo entre estas dos poblaciones. Esto se debe muy
probablemente al bajo niimero de cruces analizados de Colombia. No obstante, Saldamando e?
al. (2014) encontraron que el tiempo requerido para realizar el primer apareamiento fue de 2.9
h después de la escotofase para el biotipo de maiz y de 3.4 h para el biotipo de arroz, siguiendo
la misma tendencia observada por Pashley et al. (1992) y Scholf et al. (2009), por lo que se
puede sugerir que, en esta especie, el biotipo de maiz se aparea temprano en la noche y el de

arroz mucho mas tarde.

Adicionalmente, en el andlisis del aislamiento postcigotico (Tabla 4.5, 4.6) entre los biotipos de
S. frugiperda de Colombia (departamento del Tolima), Velasquez-Vélez et al. (2011) evalua-
ron varias caracteristicas relacionadas con el éxito reproductivo de las poblaciones, las cuales
fueron: tiempo de preoviposicion, numero de posturas producidas por hembra, porcentaje de
eclosion, numero de masas de huevos producidos por hembra, tiempo de incubacidon, nimero
de larvas que alcanzaron el tercer instar, ciclo larval, nimero de lavas muertas, tiempo de de-
sarrollo pupal, nimero de adultos por postura (machos y hembras), relacion hembra/macho,
tiempo de vida de machos y hembras y sus respectivos pesos de pupas (Tabla 4.5 y 4.6). De
estas caracteristicas, muchas de ellas fueron significativamente diferentes para las lineas paren-

tales, F, y F,, entre las que se encuentran:




Numero de masas de huevos producidas por hembra perteneciente a cada linea, debido a que la
linea que produjo la mayor cantidad de huevos fue el cruce de individuos del cultivo de maiz

y la que no produjo masas fue la linea F_ _ , significo que esta tltima presenta problemas en su

2(2)°
fitness (éxito reproductivo) a nivel reproductivo, esta linea provino de cruces entre individuos

pertenecientes a la F ,que fueron hembras de maiz x machos de arroz.
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b) Numero de larvas que alcanzaron el tercer instar, ya que, por un lado, la linea F, . no produjo

2(1)
larvas y, por otro lado, la linea F 0 produjo el menor numero de larvas en este instar, significo
que el fitness de estos dos cruces es menor comparado con las lineas parentales y la linea F, .

que produjo el mayor nimero de larvas, quizas por un efecto de vigor hibrido.

¢) Numero total de adultos producidos por linea, dado que la linea que produjo un mayor nime-
ro de adultos fue la F,,, mostro presentar un tipo de vigor hibrido, esta linea es el producto de
cruces entre hembras de arroz x machos de maiz, ademas la linea que no produjo adultos fue la
F, ,, mostré de nuevo presentar problemas con su fitness a nivel de viabilidad de sus individuos.
Es importante anotar que el niimero de adultos producidos por las lineas de maiz y arroz de
S. frugiperda no difieren entre si, las lineas que presentan una gran variacion en el nimero de

adultos son los hibridos F, ., F

ay By ¥ o) obtenidos a partir de ellas, a excepcion de la linea F

12
Un aspecto importante para anotar en esta caracteristica radica en el hecho que se las lineas F, P
y F,,, produjeron un menor nimero de hembras respecto al nimero de machos, lo cual valida
la regla de Haldane (Haldane, 1922) en la cual Haldane afirma que una de las consecuencias de
cruces entre dos taxones que se encuentran evolucion6 barreras de aislamiento reproductivo es
la reduccioén en la viabilidad y/o fertilidad en hibridos pertenecientes al sexo heterogamético,

que en el caso (los lepidopteros), es la hembra.

d) El tiempo de desarrollo larval por cruce también fue significativo, puesto que las larvas per-
tenecientes a las dos lineas de la generacion F se desarrollaron mas rapido que las demas lineas
de S. frugiperda con una diferencia de hasta 4 dias, lo cual puede resultar importante para el
ciclo de vida de una polilla. Por otro lado, el tiempo de desarrollo larval de las poblaciones de

maiz y arroz no difirieron entre si.

e) El tiempo de incubacion de los huevos por parte de las hembras de cada cruce fue significa-

tivamente diferente, especialmente en el caso de la linea F. | ya que fue la mas demorada en

11y
la incubacion de los huevos. Por otro lado, estos tiempos no difieren entre las lineas de maiz y

arroz de S. frugiperda, ni tampoco con las lineas de la generacion F..

f) El tiempo de vida o longevidad de los adultos de cada uno de los cruces fue significativo, ya
que en el caso de los machos, la linea de maiz fue la menos longeva y las mas longevas fueron

la linea de arroz y la F, , , de manera similar en las hembras las lineas de arroz, F ay F, oY F2<2)

22)°



fueron mas longevas, comparado con las hembras de maiz, demostré que la tasa de supervi-
vencia entre las lineas de maiz y arroz difieren entre si y que sus hibridos tienen un tiempo de

vida superior a sus parentales.

g) El peso de las pupas pertenecientes a las lineas de S. frugiperda también fueron significati-
vamente diferentes debido a que los pesos de las hembras pertenecientes a las lineas Floy Flo
fueron los mas bajos, sugiriendo que el sexo heterogamético en los hibridos entre las pobla-
ciones de maiz y arroz de S. frugiperda pueden producir hembras de menor tamafio, lo cual
también puede incidir en el fitness de éstos comparado con el fitness de las hembras de sus
lineas parentales. Respecto a los machos, los hibridos pertenecientes a la linea F, , fueron los
unicos que presentaron los pesos mas bajos y por lo tanto su fitness también podria ser menor

comparado con las lineas parentales.

Tabla 4.4. Estimaciones del indice de aislamiento reproductivo (I) y de las propensiones de aparea-
miento de machos y hembras utilizo el método de la maxima verosimilitud (ML) en los biotipos de S.
frugiperda del departamento del Tolima, Colombia. Estimadores de los paramentos obtenidos basados
en la obtencion del mejor modelo basado en el criterio Aikaike AIC = 2 x el mejor modelo que se en-

cuentran en negrilla. (Tomado de la pasantia (PAE) de Kelly Estrada Piedrahita).

Parametros estimados
MP =Propension MP =Propension de
Indice de de apareamiento apareamiento de la indice de MP MP
Modelo . . del macho (relativo hembra relativo al ML AIC . . macho hembra
aislamiento . aislamiento , ,
al macho de arroz, macho de arroz, fijo maiz maiz
fijoen 1) enl)
I+MP
solo el Si Si No -36.61  77.21 0.340 3.141 1.000
macho
I+MP Si Si Si -36.46  78.92 0.338 2.859 0.824
MP
solo el No Si No -39.19  80.38 0.000 2.875 1.000
macho
MP No Si Si -39.04  82.09 0.000 2.876 0.824
+MP
solo la Si No Si -40.25  84.50 0.441 1.000 0.527
hembra
1 Si No No -41.65  85.30 0.290 1.000 1.000
Null No No No -42.98  85.95 0.000 1.000 1.000
MP
solo la No No Si -42.83  87.66 0.000 1.000 0.824
hembra
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Tabla 4.6. Analisis estadistico del aislamiento postcigotico entre poblaciones de maiz y arroz de S.

frugiperda. (Tomado de la tesis de Pregrado de Maria Isabel Velasquez Vélez).

Caracteristica

Tiempo de preoviposicion

Numero de posturas

Numero de masas de huevos

Numero de larvas 3er instar

Numero de larvas muertas

Numero total de adultos

Tiempo de desarrollo larval

Normalidad

Kolmogorov-Smirnov (Ks)

Igualdad de Varianza

Bartlett (B), Levene (L)

Prueba estadistica

KW = Kruskall Walis o

Media=3.514
ds=1.407
N=37
Ks=0.183
p<0.01
Media= 2.647
ds=2.591
N=51
Ks=0.164
p<0.01
Media= 2.450
ds=2.219
N=149
Ks=0.225
P<0.01
Media=39.59
ds=51.49
N=138
Ks=0.001
p<0.01
Media=42.41
ds=47.81
N=100
Ks=0188
p<0.01
Media= 8.91
ds=10.09
N=100
Ks=0.189
P<0.01
Media=20.76
ds=3.942
N=91
Ks=0.157
p<0.01

B=1.19
p=0.88
L=0.17
p=0.953

B=8.5
p=0.075
L=1.42
p=0.237

B=45.55
p<0.0001
L=3.83
p=0.003

B=6.43
p=0.169
L=0.99
p=0.424

B=3.26
p=0.516
L=0.19

p=0.943

B=32.81
P=0.0001
L=2.08
p=0.075

B=2.75
p=0.6
L=25
p=0.907

Anova 1 via
Kw
H=2.74
GL=4
p=0.601

KW
H=9.50
GL=5

p=0.091

Kw
H=16.31
GL=5

p=0.006

Kw
H=13.94
GL=5
p=0.016

KW
H=4.79
GL=4
p=0.310

Kw
H=18.84
GL=5
p=0.002

KW
H=8.76
GL=4
p=0.067

Anova 1 via
F=292
GL=131,37
p=10.039




Normalidad Igualdad de Varianza Prueba estadistica
Caracteristica
Kolmogorov-Smirnov (Ks) Bartlett (B), Levene (L) KW = Kruskall Walis o
Media= 1.453 B=8.84 KW
ds=1.128 p=0.065 H=2.40
Relacion macho/hembra N=95 L=0.72 GL=4
Ks=0.182 p=0.579 p=0.66
p<0.01
Media= 10.87 B=11.14 KW
ds=1.557 P=0.025 H=7.05
Tiempo en pupa N=85 L=2.79 GL=4
Ks=.0159 p=0.032 p=0.133
p<0.01
Media=2.919 B=0.651 Kw
ds=0.565 P=0.164 H=I1.15
Tiempo de incubacion N=99 L=2.01 GL=4
Ks=0.355 p=0.099 p=0.025
p<0.01
Media= 9.353 B=23.01 Kw
dsL=3.780 p=0.006 H=28.85
Tiempo de vida (longevidad) N=68 L=1.91 GL=9
Ks=0.169 p=0.069 p=0.001
p<0.01
Media= 0.1727 B=11.12 Kw
ds=0.03442 P=0.267 H=32.95
N=321 L=1.04 GL=9
Ks=0.070 p=0.410 p=0.0001
Peso de las pupas (gr) p<0.01
Anova 1 via
F=4.01
GL=9,311
p=10.0001

4.3 Conclusiones sobre el aislamiento comportamental
y postcigético de S. frugiperda

Estudios sobre el aislamiento reproductivo precigético han demostrado ser una de las barreras
mas importantes contra el flujo genético, particularmente, entre especies que han evolucio-
nado en simpatria (Jiggins ef al., 2001; Dres y Mallet 2002; Bailey ef al., 2004; Scholf et al.,
2011) o en alo simpatria (Coyne y Orr, 2004). En particular, la especiacion es un proceso que
se facilita entre las especies de insectos, cuyo muestran una especializaciéon hacia un hos-

pedero y a su vez un aislamiento comportamental (Bailey et al.,, 2004; Jiggins et al., 2001).



En los insectos fitofagos, el aislamiento reproductivo comportamental entre diferentes especies
o la evolucion de este aislamiento entre poblaciones de una misma especie en via de especia-
cion, en conjunto con la seleccion natural disruptiva ha generado evidencia que sugiere espe-
ciacion simpatrica entre ellos (Thomas et al., 2003; Scholf et al., 2011) ya que el apareamiento
asociativo junto con un cambio alocronico o temporal de las épocas de apareamiento pueden
actuar paralelamente para evitar el flujo genético entre poblaciones de distintas especies o razas

(biotipos) de una misma especie (Saldamando et al,, 2014).

El aislamiento reproductivo comportamental ha sido ampliamente evaluado en especies de
insectos que pueden ser mantenidos en condiciones de laboratorio y se han realizado en mu-
chas investigaciones con las moscas de la fruta del genero Drosophila sp. (Coyne y Orr1989a,
b, 1997, 1998). Sin embargo, también ha sido examinado en otras especies como en Helico-
nius sp., Anartia sp., Chorthippus sp. Ostrinia nubilalis, Spodoptera frugiperda (Jiggins et al.,
2001; Davies et al., 1997; Tregenza et al., 2000; Bailey et al., 2004; Malausa et al., 2005; Pas-
hley et al., 1992; Scholf et al., 2011 respectivamente). Adicionalmente, el aislamiento quimico
también ha sido ampliamente evaluado en polillas (Spodoptera sp. Monti et al., 1997; Groot
et al., 2008), al igual que el aislamiento mecéanico (Carabus subgénero Ohomopterus, Usami et
al., 2006) y el aislamiento temporal (Ostrinia nubilalis y Spodoptera frugiperda: Bethenod et al.,
2005; Scholf et al., 2009).

En el caso de los biotipos de S. frugiperda, Prowell (1998) argumento que ambas poblaciones
han evolucionado las barreras al flujo genético en simpatria, puesto que ambos coexisten en
varias poblaciones contiguas de maiz y arroz en los Estados Unidos y a pesar de ello, el biotipo
de maiz se encuentra mas frecuentemente en cultivos de maiz y el de arroz, en arroz y pastos.
Esta evolucion segun ella se debe a que los genes relacionados con el aislamiento reproductivo
se encuentran el cromosoma sexual Z (o X en humanos) y puesto que los machos son ZZ y las
hembras ZY, este tipo de genética ha facilitado la divergencia entre estas dos poblaciones. Tan-
to en Estados Unidos como en Colombia, se ha podido evidenciar que existe aislamiento com-
portamental entre los biotipos de maiz y arroz de S. frugiperda, ya que los machos del biotipo
de maiz presentan mayor propension de apareamiento que los machos del biotipo de maiz, por
lo que muestran mas atraccion hacia las hembras de su mismo biotipo y ademds son exitosos
en los cruces con las hembras del biotipo arroz. El el trabajo realizado por Saldamando ef al.
(2014) se evidencio este tipo de apareamiento en un experimento de multiple escogencia, en
el que el indice de aislamiento reproductivo de I = 0.34 demuestra que las poblaciones de este
insecto se encuentran en un proceso de especiacion y que este valor es mayor al encontrado en

otros estudios realizados con Anartia sp. indicod que son especies incipientes.

Adicionalmente, los resultados del aislamiento postcigotico encontrado en Colombia, por Ve-

lasquez -Vélez et al. (2011) también evidencian que la seleccion natural se encuentra en contra




de la hibridacion entre estos dos biotipos ya que los hibridos de las generaciones F, y F, en-
contraron entre ellos presentan inviabilidad y esterilidad hibrida. Otro aspecto importante para
mencionar esta relacionado con los resultados obtenidos por Velasquez -Vélez et al. (2011), ya
que apoyan la regla de Haldane, puesto que esta argumenta que los hibridos entre dos entida-
des bioldgicas diferentes o especies pueden sufrir una reduccion en su fitness, una inviabilidad
o esterilidad particularmente en el sexo heterogamético que en el caso de los lepidopteros es
la hembra. Adicionalmente, estos resultados también corroboran los trabajos realizados por
Pashley y Martin (1987) en el que ellos observaron que los cruces entre hembras de maiz con
machos de arroz no producen una gran cantidad de progenie y que, si esta era viable, la F, ob-
tenida de los mismos presentaba una reduccion en el fitness. Ademas, Pashley y Martin (1987)
también observaron que el cruce reciproco entre hembras de arroz con machos de maiz no
presentaron problemas con su fitness. Los mismos resultados fueron obtenidos para las pobla-

ciones de S. frugiperda del Tolima, dado que el cruce F  representa a cruces entre hembras de
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maiz con machos de arroz, uno de los cruces evaluados con menor fitness.

Hoy en dia, estudios sobre la gendémica de poblaciones de S. frugiperda ha mostrado la
importancia del cromosoma sexual Z en la diferenciacion genética entre los biotipos del in-
secto, ya que se encuentra en el cromosoma 29 y este cromosoma también interacciona con
el cromosoma 3 y el 12 del insecto (Fiteni ef al., 2022). Estos hallazgos apoyan aun mas la
teoria de la regla de Haldane. Ademas, Gouin et al. (2017) compararon los genomas de los
biotipos de S. frugiperda y encontraron que las dos han divergido hace 2 millones de afos, lo
cual es un tiempo de diferenciaciéon muy corto y a pesar de ello, han evolucionado barreras
al flujo genético, indico la posibilidad de especiacion simpatrica ya que la distribucion de
ambas poblaciones es ubicuoa, por lo que no hay evidencia de barreras geograficas al flujo
genético entre los biotipos tanto en el hemisferio occidental, como en el oriental, siendo este
tiltimo invadido por el insecto desde 2016 en Africa y su posterior dispersion en Asia (Goer-
gen et al., 2016; Fiteni et al., 2022).

Por otro lado, resultados similares a los encontrados en el aislamiento postcigotico de S. frugi-
perda, se han evidenciado en otros Lepidoptera, como es el caso de las mariposas Heliconius
melpomene 'y H. cydno, puesto que las hembras de la generacion F| son estériles (Naisbit et
al., 2002). Presgraves (2002) demostré que la regla de Haldane es muy comun en el orden
Lepidoptera, dado el gran efecto del cromosoma sexual X o en el caso de los Lepidopteros Z
en el grupo. Velasquez-Vélez et al. (2011) apoyaron la hipotesis de Presgraves puesto que la
generacion F| () produjo una menor cantidad de larvas y adultos demostro que la fertilidad
de las hembras de la F| es baja. Adicionalmente, la eclosion de cada linea hibrida fue tambien
baja (45%) comparada con las demas (75% en promedio). Se observo ademas una baja pro-
duccion de huevos en las hembras hibridas, al igual que una reduccion en el peso de sus pupas
comparado con las lineas parentales y un menor nimero de adultos machos y hembras en las

generaciones F y F,




Velasquez-Vélez et al. (2011) sugirieron que la especiacion en Lepiddptera se debe especial-
mente al efecto del cromosoma sexual X como lo indicado por Prowell (1998). Posteriores
estudios realizados por Kost et al. (2016) con los biotipos de S. frugiperda provenientes de
Estados Unidos apoyaron la hipotesis de Velasquez-Vélez et al. (2011) puesto que ellos encon-
traron que los genes que generan una reduccion en la fertilidad en las generaciones hibridas
entre estas dos poblaciones, se encuentran en el cromosoma Z de la especie. Este tltimo trabajo
se baso en realizar analisis de mapeo genético de los genes Tpi, 637, tan, 2087, acj6, esterasa
clocky kettin y la técnica Fluorescent in situ hybridization. Ellos encontraron que el gen de la
esterilidad se encuentra cercano a los genes 637, acj6, tan, y 2087 del cromosoma sexual de
la polilla. Igualmente, los estudios de la gendomica poblacional de los biotipos de S. frugiperda
realizados por Fiteni e al. (2022) demostraron la importancia del cromosoma sexual Z en la
diferenciacion genética entre sus poblaciones, implicd que este cromosoma es importante en el

proceso de especiacion del insecto.

Finalmente, los resultados obtenidos respecto al aislamiento reproductivo pre y postcigdtico
de S. frugiperda y sus biotipos de Colombia, son importantes para la agricultura de este pais y
para su manejo integrado de plagas ya que el flujo reducido entre estas dos poblaciones puede
ser usado de una manera ventajosa para el control de sus poblaciones si en el campo se liberan
hembras de la generacion F| que se crucen con machos en la naturaleza y generen hibridos con
bajos fitness en la naturaleza que a su vez se aparean con poblaciones naturales reduciendo su

capacidad de adaptacion en el medio ambiente en el que se encuentran.
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5.1 Introduccion del aislamiento reproductivo quimico
de S. frugiperda

Como se menciono en el capitulo anterior, otro tipo de aislamiento precigotico, es el aislamien-
to quimico. Este tipo de aislamiento ha evolucionado especialmente en las polillas y tiene rela-
cion con el sistema de comunicacion entre hembras y machos que depende en gran parte de las
feromonas emitidas por ellas (Jurenka, 2004). Las feromonas, hacen parte de unas sustancias
producidas por los animales como sefales de comunicacion que son denominadas semioquimi-
cos (Reddy y Guerrero, 2004). La funcion de estas, es inducir una reaccion atrayente entre los
individuos de una misma especie (Reddy y Guerrero, 2004; Jurenka 2004). No obstante, en la
naturaleza también existen otros tipos de semioquimicos, que son las sustancias aleloquimicas.
Estas sustancias, son secretadas por una especie, para generar una reaccion en otra especie
(Reddy y Guerrero, 2004). Dentro de los aleloquimicos se encuentran las kairomonas (que son
emitidas por individuos de una especie y que benefician a otra especie a expensas de la primera
(i. e. relacion depredador y presa) y las alomonas (que son producidas por una especie y afectan

a la especie receptora, (i. e. interaccion planta e insecto) (Moraes et al., 2008).

S. frugiperda es una polilla de la familia Noctuidae, la cual se caracteriza por presentar un alto
numero de especies consideradas plagas, por ello, diversos estudios de composicion quimica
de las feromonas se han realizado en ellos dado que pueden ser empleadas en la naturaleza para
atraer a los machos y ayudar a realizar estudios de monitoreos de las especies (Canas-Hoyos
et al., 2017; Jurenka 2004; Groot et al., 2008; Groot et al., 2010). En Colombia, se ha logrado
identificar la presencia de dos biotipos denominados “biotipos de maiz y arroz”, el biotipo
de maiz se encuentra principalmente asociado a los cultivos de maiz (Zea mays L), algodon
(Gossypium hirsutum L), sorgo (Sorghum bicolor L. Moench) y cafa de azucar (Saccharum
officinarum L.) y el biotipo de arroz, se encuentra principalmente en cultivos de arroz (Oryza
sativum L). (Cano-Calle et al., 2015). A nivel de larva, los biotipos son idénticos morfolo-
gicamente, pero pueden ser distinguidos con el uso de marcadores moleculares, entre ellos
marcadores de esterasas, RFLPs, AFLPs, COI, y NAD (Pashley, 1986; Levy et al., 2002; Na-
goshi y Meagher 2003, 2004; Prowell et al., 2004; Vélez-Arango et al., 2008; Cano-Calle et
al., 2015). Sin embargo, los adultos pueden ser diferenciados con el uso de la morfometria
geométrica, teniendo en cuenta las variables de la forma y tamafio de sus alas (Cafas-Hoyos
et al., 2014). El aislamiento reproductivo entre los biotipos es pre y postcigotico (Pashley y
Martin, 1987; Pashley et al., 1992; Groot et al., 2010; Scholf et al., 2011; Velasquez-Vélez et
al., 2011; Saldamando et al., 2014). En el aislamiento precigotico, la especie ha evolucionado
un aislamiento comportamental puesto que las hembras del biotipo de maiz casi no se aparean
con los machos del biotipo de arroz y en los Estados Unidos el biotipo de maiz se aparea 6h

antes que el biotipo de arroz, ya que el biotipo de maiz se aparea 3h después de la escotofase y
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el de arroz 9h después (Pashley ef al., 1992; Scholf et al., 2011; Saldamando et al., 2014). No
obstante, en Colombia no se ha logrado demostrar que existe aislamiento precigético temporal,
debido a que los biotipos no muestran marcadas diferencias en la hora de la noche al aparearse,
pero sel biotipo de maiz se aparea mas temprano que el de arroz (Velasquez-Vélez et al., 2011;
Saldamando et al., 2014). Respecto al aislamiento ecologico, se puede decir que existe una
asociacion al hospedero mas amplia en el biotipo de maiz, ya que se ha reportado en maiz, al-
godon, sorgo y cafia de azucar, mientras que el de arroz en arroz, maiz y pastos principalmente
(Cano-Calle et al., 2015). Sobre el aislamiento precigdtico quimico, en estudios realizados por
Groot et al. (2008), se evidencio diferencias en la concentracion (proporcion) de feromonas en-
tre los biotipos de S. frugiperda en poblaciones de esta especie colectadas en Florida (Estados
Unidos), las feromonas encontradas fueron: (Z)-7-dodecenil acetato, (Z)-9-dodecenil acetato,
(Z)-11-hexadecenil acetato y (Z)-9- tetradecenil acetato (abreviado como (Z)7-12:Ac, (Z)9-
12:Ac, (Z2)11-16:Ac, (Z)9-14:Ac, respectivamente). Por el contrario, Lima y McNeil (2009)
encontraron que las diferencias en las proporciones de las feromonas referenciadas por Groot
et al. (2008) no se dan en todas las poblaciones de S. frugiperda de Estados Unidos, puesto que
ellos encontraron resultados contrarios a los evidenciados por Groot et al. (2008). Una posible
explicacion a estos resultados se debe a las muestras de origen, ya que Lima y McNeil (2009)

evaluaron poblaciones del insecto originarias de Louissiana y Groot et al. (2008) de Florida.

Puesto que Salinas-Hernandez y Saldamando (2011), demostraron que existe diferenciacion
genética entre las poblaciones de S. frugiperda de Estados Unidos y Colombia, segtn los re-
sultados de secuenciacion del gen mitocondrial COI y los autores concluyeron que el manejo
del insecto debe ser realizado de una manera diferente entre los dos paises. Ademas, dado que,
Rios-Diez y Saldamando -Benjumea (2011) demostraron que el biotipo de maiz tolera mas ra-
pidamente las endotoxinas CrylAc y Cryl Ab que el biotipo de arroz y Rios-Diez et al. (2012)
encontraron que el biotipo de arroz tolera mejor los insecticidas lambdacialotrina y metomil
que el biotipo de maiz. El propodsito del trabajo de Cafias-Hoyos et al. (2017) fue ampliar el
conocimiento de los compuestos volatiles emitidos por los biotipos de S. frugiperda dado que
este tipo de estudios, no solamente es importante para el estudio de su aislamiento reproductivo
quimico, sino que también, es relevante para la mejora del manejo del insecto ya que desde
este trabajo se determiné la presencia de las feromonas encontradas en previos estudios en la
especie y la diferenciacion de los compuestos volatiles emitidos por las hembras de los biotipos
del insecto. Esta investigacion, se origino de la tesis de Maestria en Bosques y Conservacion
de Norelsy Cafias Hoyos y demostré que los biotipos difieren parcialmente en sus compues-
tos por lo que el estudio de los semioquimicos puede ser una nueva alternativa de manejo del
insecto en campo debidos a que, no solamente las feromonas, sino las kairomonas y alomonas
son importantes en la comunicacion intra (entre los biotipos) e interespecifica (entre la planta

hospedera y cada biotipo) respectivamente.




5.2 Investigacion del aislamiento quimico realizada en
Colombia

Para la realizacion de este estudio, Canas-Hoyos et al. (2017) trabajaron con la colonia de S.
frugiperda mantenida en el laboratorio entre los afios 2009 y 2013. Para el analisis de los com-
puestos volatiles, se emplearon 180 hembras de cada biotipo de 3 dias de edad y virgenes. Los
adultos de la colonia fueron sometidos a un fotoperiodo invertido de 14 horas en luz y 10 en
oscuridad. Las hembras fueron empleadas para la extraccion de las glandulas sexuales, después
de la realizacién de un experimento en la que las hembras se separaron en dos grupos, que
fueron evaluados por triplicado cada uno: a) 10 hembras ubicadas en una jaula en presencia de
3 machos y b) en ausencia de los machos. Esto con el fin de establecer si habia un efecto del
macho en la emision de compuestos volatiles. A estas hembras, ademas, se les separ6 en tres
grupos a los que se les extrajo las glandulas durante diferentes tiempos (3h, 6h y 10h) de esco-

tofase (oscuridad) para determinar a qué hora en la noche producen mas compuestos volatiles.

Los analisis de deteccion de compuestos volatiles se realizaron con un cromatoégrafo de gases
acoplado a un espectrémetro de masas. Esta técnica consiste en la combinacion de la capacidad
de separacion que presenta el cromatdgrafo de gases con la sensibilidad y capacidad selectiva
del detector de masas por lo que permite analizar y cuantificar compuestos trazas en mezclas
complejas con un alto grado de efectividad (Sarria-Villa ez al., 2021). Esta deteccion, se realizod
con los extractos de las glandulas después de su filtracion. Posteriormente, para la deteccion
de los compuestos volatiles, se tomaron cada uno de los picos de retencion de los compuestos
obtenidos de las glandulas, teniendo en cuenta el tiempo de retencidén y abundancia de cada uno
de ellos. Cada compuesto fue analizado con el programa Lab solution, GCMS Solution 4.20 y
con el software AMDIS-32. Los datos obtenidos fueron comparados con la libreria de NI y la
base de datos The Pherobase (El-Sayed, 2016).

Al comparar el contenido de glandulas extraidas a las 3, 6 y 9 horas de oscuridad se lo-
gré observar que el mayor numero de picos esta presente a las 6 horas para ambos biotipos
(figura 5.1, 5.2). Ademas, la produccion de compuestos en la glandula sexual fue abundante
y hubo un mayor niumero de picos cuyo la extraccion se hizo a partir de hembras que perma-
necieron en presencia de los machos en las jaulas, estos machos se utilizaron para estimular
a las hembras tanto del biotipo de arroz como el biotipo de maiz. Se detectaron un total de 27
compuestos en las glandulas sexuales de S. frugiperda en ambos biotipos, de los cuales 10 se
hallaron exclusivamente en hembras del biotipo de arroz, 8 exclusivamente en las de maiz,

mientras que 9 compuestos fueron comunes a ambos biotipos (figura 5.3).




Figura 5.1 Cromatogramas de extractos de glandulas sexuales de hembras de los biotipos de maiz y
arroz de S. frugiperda extraidas a las 3, 6 y 10 horas de oscuridad. Negro = 3 horas, Rosado = 6 Horas
y Azul = 10 horas. 1. D-Limoneno, 2. (E,E)-2,4-Decadienal, 3.Hexadecanal, 4.1-Dodecanol, 5. (Z2)7-
12:Ac, 6. (Z)9-14:Ac, 7. Metil estearato, 8. Heneicosano. Los picos no rotulados corresponden al sol-
vente o compuestos indeterminados. (Tomado de la tesis de Maestria de Norelsy Cafias Hoyos).
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En la Tabla 5.1, se puede observar la asignacion para cada compuesto teniendo en cuenta
el tiempo de retencion y su drea relativa (tomada como abundancia segtn la libreria NI y
la Pherobase). Los porcentajes de similitud entre los espectros de masas de los compuestos
detectados y las bases de datos fueron mayores al 82 % en todos los casos. Entre los compues-
tos encontrados se detectaron 9 que han sido previamente referenciados en la literatura como



constituyentes de las glandulas sexuales de lepidopteros (Tablas 5.2, 5.3). Estos incluyen el
Z-9-tetradecenil acetato y el Z-7-dodecenil acetato, ambos reportados como bioldégicamente
activos en S. frugiperda por Tumlinson ef al. (1986) y Unbehend et al. (2014).

Otros compuestos como el hexadecanal y el 1-dodecanol han sido reportados también como
feromonas activas para especies de lepidopteros plaga como Manduca sexta, plaga del tabaco
(Nicotiana tabacum) (Tumlinson et al., 1989; Angerilli et al., 1998) y Cydia pomonella, plaga
del manzano (Malus domestica) (Witzgall et al., 1999) respectivamente.

Figura 5.2 Cromatogramas de extracto de glandulas sexuales de hembras de los biotipos de maiz y
arroz de S. frugiperda a) con y b) sin machos presentes. Negro = con machos, Rosado = sin machos.
(Tomado de la tesis de Maestria de Norelsy Cafias Hoyos).
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Figura 5.3 Cromatogramas de los extractos de las glandulas de hembras de los biotipos de maiz y arroz de S.
frugiperda que muestra todos los componentes encontrados en el insecto. Negro = Biotipo arroz, Rosado =
Biotipo maiz. La lista aparece en la tabla 5.1. (Tomado de la tesis de Maestria Norelsy Canas Hoyos).
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En general, los resultados obtenidos por Cafias-Hoyos et al. (2017) demostraron que las hem-
bras de los biotipos de S. frugiperda se encontraron estimuladas por la presencia de los machos
de su mismo biotipo dentro de la jaula donde fueron mantenidos. Adicionalmente, se encontrod
que la emision de compuestos volatiles fue mayor después 6h de escotofase y que ambos bio-
tipos producen 21 compuestos volatiles, donde algunos de ellos son compartidos entre ellos y
otros no.

Los resultados de mayor nimero y abundancia relativa de compuestos a las 6 h de oscuridad,
encontrados por Canas-Hoyos ef al. (2017) no concuerdan con los resultados relacionados
con el aislamiento precigotico temporal evaluado por Velasquez-Vélez et al. (2011) quienes
encontraron que los biotipos comenzaron a aparearse después de las 2-3 horas de la escotofase,
y tampoco apoya los resultados encontrados por Pashley et al. (1992) puesto que ellos observa-
ron que los biotipos de poblaciones de Estados Unidos copulan a horas diferentes horas siendo
el biotipo de maiz el que copula 6 horas después de la escotofase y el biotipo de arroz 12 horas
después de ésta. Los resultados de Cafias-Hoyos ef al. (2017) muestran que las hembras de
ambos biotipos emiten las feromonas a la misma hora, que es 6h después de empezar la noche
(escotofase), por lo que los tiempos de produccion de esta emision no parece influenciar los
tiempos de iniciacion del apareamiento en los biotipos de S. frugiperda del Tolima.

Es importante recalcar que el trabajo realizado por Cafias-Hoyos et al. (2017) es tnico, dado
que la mayoria de los trabajos enfocados en polillas y su comunicacion se basan principalmente
en las feromonas, mientras que estos autores amplian el rango a encontrar compuesto volatiles
emitidos por las hembras de los biotipos de S. frugiperda. Esto se debe a que los compuestos pue-
den diferir entre poblaciones de insectos ya que, en algunos insectos, dichos compuestos tienen




origen de la planta hospedera con la que el insecto se encuentra asociado y pueden funcionar
como atrayentes de los machos porque pueden actuar en sinergia con las feromonas sexuales
(Yang et al., 2004). Este concepto, no se habia tenido en cuenta con anterioridad respecto los
biotipos de S. frugiperda dado que a pesar de que no tienen una asociacion exclusiva a una
planta hospedera en particular, la abundancia de sus poblaciones es mayor en cultivos de maiz
o en cultivos de arroz.

Por otro lado, en el estudio de Cafias-Hoyos et al. (2017), se detectaron un total de 27 compues-
tos en las glandulas de ambos biotipos. Esta cantidad de compuestos es similar a la encontrada
en el trabajo de Espinoza ef al. (2012), en el que se detectaron un total de 33 compuestos en
un extracto soluble en diclorometano de las glandulas sexuales de hembras de la polilla plaga
del esparrago, Copitarsia corruda (Lepidoptera: Noctuidae), por medio de CG-EM. En el es-
tudio de Cafias-Hoyos ef al. (2017) se evidenciaron diferencias en el contenido de la glandula
sexual de ambos biotipos, puesto que, de los compuestos detectados, 10 se hallaron solo en
hembras del biotipo de arroz, 8 solo en las de maiz y 9 fueron comunes a ambos. Dentro de
los 27 compuestos detectados se incluyen hidrocarburos, alcoholes, aldehidos y 4cidos grasos,
algunos de los cuales han sido reportados en otras especies de lepidopteros y coledpteros como
feromonas sexuales activas. Entre los compuestos detectados, se destacan el hexadecanal que
hace parte de la mezcla de feromonas de la polilla Manduca sexta (Tumlinson et al., 1989)
y el 1-dodecanol, feromona sexual activa de Cydia pomonella, plaga del manzano (Witzgall
et al., 1999). Otros compuestos detectados son intermedios en la sintesis de acidos grasos
(Jurenka, 2004) como el acido (Z,Z)-9,12-octadecadienoico o el acido 4-metiloctanoico. Por
otro lado, otros coinciden con metabolitos volatiles de plantas por ejemplo el D-limoneno, el
cual es un terpeno comun en aceites esenciales de muchas plantas (Zapata, 2007), y a su vez
ha sido reportado en Copitarsia corruda (Lepidoptera: Noctuidae) (Espinoza et al., 2012), y
en otros insectos como Anthonomus eugenii (Coleoptera: Curculionidae) (Muiiiz et al., 2014)
con potencial atrayente (Urzua ef al., 2011). Asimismo, el (E,E)-2,4-decadienal, hace parte de
los compuestos volatiles de plantas del género Cicer, de la familia de las leguminosas, el cual
funciona como kairomona que permite a los individuos de Helicoverpa armigera (Lepidoptera:
Noctuidae) ubicar el hospedero e influencia el comportamiento de oviposicion de las hembras
(Stevenson y Aslam, 2006). Adicionalmente, este compuesto, se ha reportado como sustrato
de la enzima glutation S-transferasa que esta implicada en la detoxificacion y biotransforma-
cion de muchos xenobidticos, que a concentraciones altas estimula la actividad de esta enzima
(Yu, 2004). Esto es relevante dado que se ha correlacionado la resistencia a insecticidas con
niveles incrementados de actividad de esta enzima (Ku et al., 1994; Diaz et al., 2004, Badii y
Almanza, 2007) y segun Badii y Almanza (2007) las enzimas glutation transferasas proveen la
forma mas importante de resistencia metabolica al DDT. Por tanto, todo lo detectado en ambos
biotipos de la glandula sexual de S. frugiperda, sugiere que otros compuestos diferentes a las
feromonas sexuales especificas tienen una funcion, ya sea como detoxificadores, atrayentes o
posiblemente actuan en sinergia con las feromonas, como lo han afirmado otros autores (Yang
et al., 2004). En cuanto a las feromonas como tal, se detectaron dos componentes previamente
reportados como atrayentes activos para esta especie, el (Z)9-14:Ac y el (Z)7-12:Ac, lo cual



concuerda con lo reportado previamente por varios autores (Groot et al., 2008; Groot et al.,
2010; Unbehend et al., 2013; Unbehend et al., 2014). Sin embargo en los estudios de Groot
et al. (2008) se reportaron cuatro feromonas, las cuales ademés de las dos reportadas en este
estudio, incluyen al (Z)11-16:Acy al (Z)9-12:Ac. Adicionalmente, en este estudio no se encon-
traron variaciones en la abundancia de las feromonas ni en los otros compuestos en comun de
la glandula sexual de los dos biotipos, mientras que otros estudios si han reportado variaciones
entre los dos biotipos. En el estudio de Groot et al. (2008) encontraron que el (Z)-11-16:Ac
esta mas concentrado en el biotipo de maiz, pero el (2)9-12:Ac y el (Z)7-12:Ac lo estan en el
de arroz mientras que el (Z)9-14:Ac tiene concentraciones similares en ambos biotipos. Re-
sultados contrarios encontraron Lima y Mcneil (2009), en el que se determind que el biotipo
de maiz presentaba la feromona (Z)9-14:Ac mas concentrada que el biotipo de arroz, pero que
presentaba menores concentraciones de las feromonas (Z)7-12:Ac y (Z)11-16:Ac. Tomyo en
cuenta que en estos dos estudios se hicieron colectas en diferentes zonas biogeograficas dentro
de los Estados Unidos, ya que Lima y Mcneil (2009) muestrearon en Louissiana y Groot et al.
(2008) en Florida, se sugiere que pueden existir diferencias en los compuestos volatiles o las
proporciones de feromonas emitidas por las hembras de los biotipos de S. frugiperda, depen-
diendo de la region en la que se encuentran, ya que las condiciones medio ambientales difieren
entre si. En este trabajo, los resultados de comparacion de las feromonas requieren un estudio
mas detallado, consider6 patrones para determinar abundancias y deteccion inequivoca de cada
feromona, pero los resultados preliminares no arrojaron diferencias como si se reportd en estos

otros estudios realizados en los Estados Unidos.

Tabla 5.1 Compuestos detectados en los extractos de glandulas de las hembras de los biotipos de maiz y
arroz de S. frugiperda mantenidas en una colonia 2009-2017. A = arroz y M = maiz (Tomado de la tesis
de Maestria de Norelsy Canas Hoyos).

Compuesto asignado

. . * { 0 . . ek . .
por NIST Biotipo TR Area relativa en cada biotipo m/z Fragmentos principales
A M
68 (99.9), 93 (59.0), 67 (44.6), 79 ( 22.7), 94
D-Limoneno A,M 8,025 3,36 8,13 136 (22.5), 136 (22.5), 121 (19.4), 41 (19.2), 92 (18.7),
107 (17.0)
57(99.9), 41 (80.1), 29 (64.7), 43 (56.7), 27
2-Nonenol M 9,265 0 0,52 142 (53.2), 55 (42.1), 39 (39.4), 56 (23.3), 42 (22.6),
67 (22.3)
57 (99.9), 41 (89.3), 43 (87.9), 56 (79.7), 44
Nonanal M 9,295 0 5,03 142 (71.5), 55 (58.8), 29 (53.9), 70 (42.1), 98 (40.6),
69 (38.9)
Indeterminado A 11,595 2,64 0 196
43 (99.9), 41 (88.0), 55 (70.0), 70 (70.0), 29
(Z)-2-Decenal A 11,895 2,82 0 154 (67.0), 83 (51.0), 27 (50.0), 57 (46.0), 39 (45.0),

69 (32.0)

55(99.9), 43 (63.7), 125 (47.7), 97 (27.9), 71
(E)-3-Nonen-2-ona A 12,615 4,09 0 140 (24.4),41 (21.3), 82 (17.2), 29 (15.2), 69 (14.1),
27(9.6)
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Compuesto asignado Biotipo TR* Area relativa en cada biotipo m/z**  Fragmentos principales
por NIST
A M
81(99.9), 41 (41.9), 29 (29.0), 39 (28.6), 27
(E,E)-24-Decadienal A,M 12,79 2,59 2,7 152 (24.3), 67 (19.4), 55 (16.4), 53 (13.4), 54 (11.0),
83 (10.3)
Acido 57(99.9), 41 (81.1), 55 (78.3), 43 (77.7), 73
. . A 13,3 2,68 0 158 (67.6), 29 (51.0), 27 (46.1), 39 (36.5),60 (35.2),
4-metiloctanoico
101 (30.6)
43 (99.9), 41 (87.9), 57 (84.4), 29 (71.2), 55
Hexadecanal A 14,065 2,34 0 240 (62.7), 82 (52.5), 68 (39.1), 44 (39.0), 69 (35.4),
67 (32.9)
41 (99.9), 43 (93.0), 29 (70.0), 55 (53.0), 57
Dodecanal M 1407 0 1.81 184 (48.0),27 (47.0), 44 (37.0), 82 (30.0), 56 (28.0),
39 (28.0)

L 74 (99.9), 87 (61.3), 55 (60.7), 41 (43.4), 83
Acido 9-ceto- AM 14365 2,05 186 (39.3),43 (39.1), 111 (34.6), 143 (29.1), 59 (28.7),
nonanoico metil ester

69 (28.5)
55 (99.9), 43 (96.0), 69 (86.3), 56 (83.9), 70

1-Dodecanol A, M 15,01 3,1 2,6 186 (75.7), 83 (74.7), 41 (73.3), 57 (68.4), 84 (48.2),

97 (46.1)
Indeterminado M 15,095 0 1,79 180
Indeterminado A 17,31 3,87 0 198
161 (99.9), 43 (94.4), 41 (47.2), 204 (46.5), 105
Tau.-Cadinol AM 18115 565 5,34 222 (39.2),95(37.2), 81 (35.8), 79 (28.6), 119 (26.3), 122
121 (25.6)
55(99.9), 69 (89.4), 41 (86.8), 70 (74.6), 56
1-Undecanol M 18,42 0 7,22 172 (71.4), 43 (68.0), 83 (64.9), 57 (51.0), 97 (44.8),
84 (44.0)

Z-9-Tetradecenil 55(99.9), 82 (92.9), 81(88.9), 43 (88.7), 67 (78.7),

acetato AM 20,545 3,06 3.01 254 96 (72.3), 95 (58.4), 41 (51.6), 54 (47.0), 68 (43.9)
. 43 (99.9), 81 (72.6), 166 (62.2), 82 (56.6), 67

Z-T-Dodecenil AM 2056 3,06 3,01 254 (54.8),226 (53.8), 96 (51.8), 41 (49.8), 95 (48.8),

acetato
55 (47.1)

Indeterminado M 22,065 0 2,88 232
Indeterminado A 25,51 5,44 0 242

. 55(99.9), 41 (87.5), 69 (74.2), 43 (73.9), 74
Acido (Z,.Z)-9,.12- A, M 26,19 3,81 3.52 280 (71.3), 83 (53.9), 87 (50.5), 84 (49.4), 97 (48.2),
octadecadienoico

96 (43.5)
55(99.9), 41 (87.9), 69 (66.2), 43 (63.8), 67

(Z)-13-Octadecenal A 26,46 3,18 0 266 (55.4), 83 (53.0), 57 (48.9), 81 (46.1), 82 (41.3),

98 (39.7)
74 (99.9), 87 (60.4), 43 (43.0), 41 (28.9), 55

Metil estearato AM 26905 391 3.70 298 (27.8), 75 (21.8), 57 (19.7), 29 (16.9), 69 (14.3),

143 (12.1)
55(99.9), 41 (81.1), 67 (62.2), 69 (52.4), 81

(2)-7-Tetradecenal M 27,835 0 3,68 210 (45.7),43 (44.9), 83 (38.0), 54 (35.8), 70 (34.7),

79 (34.4)




Compuesto asignado Biotipo TR* Area relativa en cada biotipo m/z**  Fragmentos principales
por NIST
A M
55(99.9), 69 (81.0), 41 (73.9), 67( 59.0), 81
(Z)-9-Hexadecenal A 31,695 5,06 0 238 (55.2), 83 (53.5), 82 (52.7), 43 (51.0), 95 (42.4),
96 (40.7)
Indeterminado A 32,595 6,33 0 326
57(99.9), 71 (69.5), 43 (58.7), 85 (47.8), 41 (19.6)
Heneicosano M 36,82 0 18,4 296 99 (16.3), 55 (15.1), 29 (11.1), 113 (10.9), 56
(10.4)

* Tiempos de retencion (TR)

**Relacion carga-masa de cada metabolito

Tabla 5.2. Compuestos detectados en los extractos de glandulas de hembras de los biotipos de maiz
y arroz S. frugiperda bioldgicamente activos en otros lepidopteros (Tomado de la tesis de Maestria de
Norelsy Caifias Hoyos)

Acido 4-metiloctanoico

o Feromona de agregacion
de machos de escarabajos Angerilli et al., 1998,
2.68 0 . . .
oH rinoceronte (género Ragoussis et al., 2007
Oryctes)
Hexadecanal Feromona sexual de Angerilli et al., 123
N U 2.34 0 hembras de Scirpophaga 1998, Tumlinson et
° nivella. y de myuca sexta al., 1989
Dodecanal Feromona sexual de
hembras de Setothosea s
5 P Y Yavas 0 1.81 asigna(Lepidoptera: Angerilli et al., 1998
Limacodidae)

Acido 9-ceto-nonanoico metil Ester

A° ~°
2.05 2.39 Atrayente de insectos Giunti et al., 2015

o]

1-Dodecanol Feromona sexual de

P W N NN 3.10 2.60 hembras de Cydia Witzgall et al., 1999
HO

pomonella

T-Cadinol

Aceite esencial de plantas.

5.65 5.34 Insecticida

Liu et al., 2010




Facultad de Ciencias UNALMED

1-Undecanol
Compuesto volatil de

S N PN 0 7.22 . Kubo, 2006
OH plantas. Insecticida

(Z)-9-Tetradecenil acetato

~

[+]
Feromona sexual de

3.06 3.01 hembras de Spodoptera Groot et al., 2008
— frugiperda

(Z)-7-Dodecenil acetato Feromona sexual de

i OT 3.06 3.01 hembras de Spodoptera Groot et al., 2008
o frugiperda

Acido (Z,2)-9,12-octadecadienoico

=
o o 381 352 Aceite esencial de pl.antas Formisano et al.,
o del genero Scutellaria 2013
124
(Z)-13-Octadecenal
Feromona sexual de
3.18 0 hembras de Chilo Nesbitt et al., 1975
suppressalis
Metil estearato Feromona de supresion de
“{ 391 3.70 la oviposicion en huevos de  Thiéry y Le Quéré,
o7 Ostrinia nubilalis 1991
(Z)-7-Tetradecenal
0
| S Feromona sexual de
0 3.68 hembras de Helicoverpa

, Zhang et al., 2012
armigera

Biologia evolutiva y control de plagas de importancia econdmica



Tabla 5.3. Compuestos compartido en las glandulas sexuales de hembras de los biotipos de maiz y arroz
de S. frugiperda (Tomado de la tesis de Maestria de Norelsy Cafias Hoyos)

Compuesto NMaiz NArroz Kolmogorov-Smirnov test de Levene Test comparacion
Acido 9-ceto-nonanoico metil Ester 6 p=0.6520 p=0.2358 i_0'9587
p=10.3627
Acido (Z. Z) -9-12 octadecanoico 6 10 p=0.3713 p=0.1392 t=-0.8459
p=04117
Mann Whitney
(E.E)-2.4-Decadienal 2 2 p=0.8438 p<0.0001 z=0.3873
p=0.99854
B _ Mann Whitney
1 Dodecanol 12 13 p=0.9090 p=0.02416 = -0.5175
p=0.9047
D-Limoneno 4 6 p=0.3572 p=10.8033 t=-0.2135
p=10.8370
Metil estearato 6 4 p=10.8895 p=10.2496 t=-0.9714
p=10.3597
_ _ Mann Whitney 125
(2)-7-Dodecenil acetato 8 1 p=0.0613 p=0.03134 7=-121821
p=0.1998
. 15 13 p=10.3860 p=0.23 t=-0.3695
(Z)-9-Tetradecenil acetato p=0.7147
. _ _ z=0.4290
T-Cadinol 4 6 p=0.8850 p=0.02611 p=0.6324

5.3 Conclusiones generales del aislamiento quimico de
S. frugiperda

La mayoria de los trabajos que se realizan con insectos del orden Lepidoptera, se enfocan en
la evaluacion de las feromonas emitidas por sus hembras, ya que son empleadas para el mo-
nitoreo y control de plagas de importancia econdmica (Witzgall et al., 2010; Canas-Hoyos et
al., 2017). En el caso de los insectos que son considerados plagas, las feromonas emitidas por
sus hembras (principalmente), han sido empleadas para la realizacion de varios experimentos,
entre ellos: a) la interrupcion del apareamiento (ya que la liberacion de feromonas en gran-

des cantidades, en un cultivo, puede prevenir o retrasar los apareamientos entre sus adultos),



b) el aumento del poder atrayente de las feromonas en complemento con extractos de plantas
(experimentos de trampas en el campo han demostrado que los extractos de plantas aumenta
la atraccion que generan las feromonas emitidas por las hembras de los insectos, ya que las
plantas emiten compuestos volatiles que ayudan en este proceso), c) atracticida (el uso de
feromonas u otro cebo (semioquimico) para atraer a los insectos, en un drea manejada con in-
secticidas) y d) estrategias push-pull (donde las plagas son repelido o disuadido de un recurso
(cultivo o granja) (““push”) y sus estimulos que enmascaran la apariencia del huésped o que

son repelentes o disuasorios (“pull” ) (Reddy y Guerrero, 2010).

En el trabajo realizado por Cafias-Hoyos et al. (2017), se encontrd que no solamente las fero-
monas el (Z)9-14: Ac y el (Z)7-12: Ac estaban presentes en los biotipos de S. frugiperda, sino
que también deben tenerse en cuenta los compuestos volatiles, para el manejo de este insecto,
ya que a pesar de que comparten 9 de los 21 compuestos detectados, ambas difieren en otros
componentes volatiles que pueden ser clave en la atraccion de los machos de cada biotipo de S.
frugiperda, donde algunos de éstos compuestos, pudieron originarse de las plantas hospederas
que estos biotipos usan con mayor frecuencia (Yang et al., 2004). Este hallazgo podria explicar
los resultados contradictorios encontrados por Groot et al. (2008) y Lima y McNeil (2009) ya
que en ambos trabajos se demostrd que las dos feromonas mas comunmente encontrados en los
biotipos de S. frugiperda se encuentran en diferentes concentraciones por biotipo, pero dado
que los resultados de estos estudios no se corroboran, una posible explicacion a esta diferencia
es el origen de la muestra, ya que los primeros emplearon polillas capturadas en Florida y los
segundos en Louissiana. Los biotipos del Tolima presentaron las mismas concentraciones de
estas dos feromonas, asi que la variacion de composicion y concentracion de éstas al parecer
presentan una variacion local, es decir depende del lugar donde se colectan las muestras. Esta
conclusiéon se comprueba con los resultados de las evaluaciones en campo realizadas por Un-
behend et al. (2014) con poblaciones del insecto de Norte y Sur América, donde no se encon-
traron diferencias en los comportamientos de atraccion de las feromonas hacia los machos de S.
frugiperda y sus biotipos, dependiendo del cultivo, sea maiz o arroz. No obstante, estos autores
encontraron que la atraccion de los machos hacia las feromonas dependia el habitat donde se
encontraba, asi que la atraccion de los machos hacia las trampas, es dependiente de la localidad

donde se encuentra la poblacion evaluada.

Por otro lado, para el analisis del aislamiento quimico, Cafas-Hoyos et al. (2017) se enfocaron
en identificar el contenido de la glandula sexual de ambos biotipos de S. frugiperda y en deter-
minar las diferencias entre los compuestos emitidos por cada uno. Los experimentos realizados
para el proceso de extraccion del contenido de la glandula, en los que se considero la hora en la
escotofase y el posible estimulo de los machos en la emision de compuestos fueron fundamen-

tales para determinar la manera 6ptima de extraccion de las gldndulas sexuales. De tal forma,
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para ambos biotipos los extractos con el mayor nimero y abundancia relativa de compuestos
se observaron luego de 6 horas de la escotofase, estos resultados no apoyan lo observado por
Velasquez-Vélez et al. (2011) quienes encontraron que los biotipos comenzaron a aparearse
después de las 2-3 horas de la escotofase. Adicionalmente, se pudo determinar que la presencia
de machos ejercidé un estimulo positivo en la emision de compuestos de la glandula sexual de
las hembras de S. frugiperda, puesto que, de acuerdo con los cromatogramas mostrados, hay
diferencias en la cantidad de picos y sus abundancias, en las muestras obtenidas de hembras en
presencia de machos versus hembras sin machos. Esto tltimo no habia sido evaluado antes

en esta especie, concluyendo que la presencia de machos es esencial en este tipo de estudios.

Ademas, también es importante mencionar que Cafas-Hoyos ef al. (2017) detectaron un total
de 27 compuestos en las glandulas de ambos biotipos, 10 se detectaron solo en hembras del
biotipo de arroz, 8 solo en las de maiz y 9 fueron comunes a ambos. Dentro de los 27 com-
puestos detectados se incluyen hidrocarburos, alcoholes, aldehidos y acidos grasos, algunos de
los cuales han sido reportados en otras especies de lepiddpteros y coledpteros como feromonas
sexuales activas. Entre los compuestos, se destacan el hexadecanal que hace parte de la mezcla
de feromonas de la polilla Manduca sexta (Tumlinson et al.,1989) y el 1-dodecanol, feromona
sexual activa de Cydia pomonella, plaga del manzano (Witzgall et al., 1999). Otros compues-
tos detectados son intermedios en la sintesis de acidos grasos (Jurenka, 2004) como el acido
(Z,7)-9,12-octadecadienoico o el acido 4-metiloctanoico. Por otro lado, otros coinciden con
metabolitos volatiles de plantas por ejemplo el D-limoneno, el cual es un terpeno comun en
aceites esenciales de muchas plantas (Zapata, 2007), y a su vez ha sido reportado en Copitarsia
corruda (Lepidoptera: Noctuidae) (Espinoza et al., 2012), y en otros insectos como Anthono-
mus eugenii (Coleoptera: Curculionidae) (Muiiz et al., 2014) con potencial atrayente (Urzua et
al., 2011). Igualmente, el (E,E)-2,4-decadienal, hace parte de los compuestos volatiles de plan-
tas del genero Cicer, de la familia de las leguminosas, el cual funciona como kairomona que
permite a los individuos de Helicoverpa armigera (Lepidoptera: Noctuidae) ubicar el hospe-
dero e influencia el comportamiento de oviposicion de las hembras (Stevenson y Aslam 2006).
Este ultimo compuesto, se ha reportado como sustrato de la enzima glutation S-transferasa que
estd implicada en la detoxificacion y biotransformacion de muchos xenobidticos, que a con-
centraciones altas estimula la actividad de esta enzima (Yu, 2004). Esto es relevante porque se
ha correlacionado la resistencia a insecticidas con niveles incrementados de actividad de esta
enzima (Ku et al., 1994; Dias et al., 2004, Badii y Almanza, 2007) y segin Badii y Almanza
(2007) las enzimas glutation transferasas proveen la forma mas importante de resistencia me-
tabolica al DDT. Por tanto, todo lo detectado en ambos biotipos de la glandula sexual de S. fru-
giperda, sugiere que otros compuestos diferentes a las feromonas sexuales especificas tienen
una funcidn, ya sea como detoxificadores, atrayentes o posiblemente actian en sinergia con las

feromonas, como lo han afirmado otros autores (Yang et al., 2004).
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En general, se puede decir que el andlisis de componentes producidos por las glandulas se-
xuales de las hembras de los biotipos de este insecto es relevante desde un punto de vista
ecoldgico, considerd que para los dos biotipos han presentado diferencias en la concentracion
de feromonas (Groot et al., 2008; Lima y McNeil 2009). Por otro lado, la diferencia que se ha
demostrado entre los dos biotipos, abarca a su vez su sitio de origen, por lo que estudios de
una zona no son necesariamente extrapolables a otra. De esta forma, Unbenhend et al. (2013 y
2014) encontraron que existen diferencias en el poder atrayente de las feromonas sintéticas de

los biotipos de S. frugiperda en diversos paises de Norte y Sur América.

Finalmente, los resultados encontrados por Cafias-Hoyos et al. (2017) son importantes para la
mejora del manejo de los biotipos de S. frugiperda, en cuanto a su monitoreo y control, puesto
que el conocimiento de la composicion de los compuestos volatiles pueden ser usados en pro-
duccion de trampas de mezclas atrayentes efectivas para la captura de los machos de esta polilla,
tendiendo en cuenta los compuestos exclusivos para el biotipo de maiz y los compuestos para
el biotipo de arroz, ya que de esta manera atraeran diferencialmente a los machos de cada
poblacién, dependiendo del tipo de trampa empleada, esto conllevaria a la realizacion de una
cuantificaciéon mas exacta del nimero de machos capturados, para el monitoreo del insecto, y

una reduccion de las densidades poblacionales de los machos en los cultivos que atacan.
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6.1 Introduccion general sobre el control de plagas

Una de las estrategias mas comunmente empleadas para el control de una plaga se ha basado
en el uso de controles quimicos o insecticidas que tienen un gran impacto en la disminucion
de las poblaciones de este tipo de insectos, y como consecuencia, el efecto de este tipo de
quimicos ha reducido al mismo tiempo poblaciones de insectos benéficos y parasitoides
(Deguine et al., 2021; Sethuraman et al., 2020). Como alternativa del uso de insecticidas
quimicos, hoy en dia, también se emplean insecticidas o controles biologicos basados en
productos esporulados que se esparcen en un cultivo, como es el caso de las esporas del Ba-
cillus thuringiensis o, por otro lado, el empleo de cultivos transgénicos que presentan una o
diversas endotoxinas del Bt que afectan el intestino de una plaga, gener6 su muerte (Deguine
et al., 2021; Portela-Dusan et al., 2013).

Puesto que S. frugiperda ha evolucionado en dos biotipos que presentan barreras de aislamien-
to pre y postcigético, dos preguntas de investigacion surgieron sobre el método de control que
deberia ser empleado para su manejo, ya que al encontrar que el flujo genético entre ellos es
bajo, se esperaria una reduccion de transferencia de genes que confieren resistencia a controles
bioldgicos y quimicos entre sus poblaciones (Rios-Diez y Saldamando; 2011). Particularmen-
te, en el departamento del Tolima, donde el control del insecto ha implicado el uso de cultivos
transgénicos desde el afio 2005, por lo que las poblaciones de este insecto, se han encontra-
do bajo la presion de seleccion de las endotoxinas del Bacillus thuringiensis, especialmente

CrylAc por varios anos.

Como es bien sabido, los insectos denominados plagas, han acompafiado las actividades agri-
colas humanas alrededor del mundo desde hace mucho tiempo. A lo largo de la historia han
sido varias las estrategias empleadas para contrarrestar los dafios que ellos ejercen sobre los
cultivos, ya que, desde la década de 1940, las moléculas més empleadas para tal fin eran de
origen natural o compuestos inorganicos como piedra caliza en polvo o una mezcla de sulfato
de cobre, cal y agua (Wu et al., 2022). Por ser la resistencia un fenomeno principalmente de
caracter genético, con mutaciones que le confieren un mayor éxito reproductivo a quienes las
portan, sumado a las altas tasas de natalidad de los insectos y los tiempos cortos de los ciclos
de vida (Moreira et al., 2012; Giménez et al., 2021). Esto implica que, los insectos presentan
las condiciones perfectas para que las presiones naturales o artificiales seleccione individuos
que evolucionen rapidamente resistencia a compuestos quimicos y biologicos (Moreira et al.,
2012; Yainna et al., 2021).

Aunque existen muchos estudios donde se buscan alternativas para el control de S. frugiperda,
como el uso de enemigos naturales, entomopatdgenos, material vegetal que produce antibiosis

y/o antixenosis (Nuambote-Yobila ef al., 2023), los insecticidas siguen siendo la alternativa




mas econdmica para muchos agricultores, por ello los mas utilizados en los afios 2008 a 2012
para el control de este insecto eran los compuestos organofosforados como Lorsban®, carba-
matos como Lannate® (Metomil) y piretroides como Karate® (Lambda-cialotrina) (Morillo y
Notz, 2001; Zenner de Polania et al., 2008). Los insecticidas piretroides estimulan las células
nerviosas del insecto, debido a que se introducen por los poros, generados por los canales del
sodio de las membranas celulares nerviosas (del cerebro), y posteriormente producen paralisis
en los insectos, esto ocurre porque este tipo de insecticidas interfieren con los canales de sodio en la
membrana nerviosa, interrumpiendo la transferencia de iones y la transmision de impulsos entre las
células nerviosas (Devine et al., 2008). Los carbamatos, por su lado, entran por contacto con el
intestino del insecto o por la piel (dado que bloquean la accidon de la enzima acetilcolinestera-
sa), interrumpiendo la transmision de impulsos entre las células nerviosas de los insectos (De-
vine et al., 2008). Insecticidas tales como el Lannate® (Metomil) y piretroides como Karate®
(Lambda-cialotrina) han sido empleados en evaluaciones de resistencia de los biotipos de S.
frugiperda (Rios-Diez y Saldamando, 2011) y por ello, se enfatiza la accion de los mismos en

la fisiologia del insecto en este capitulo.

Las evaluaciones del efecto de un insecticida en poblaciones de un insecto en condiciones de
laboratorio, particularmente, en el caso de S. frugiperda, requiere el uso de larvas de primeros
instares que son sumergidas en agua destilada con diferentes diluciones del insecticida con el
fin de establecer la concentracion letal media CL50 (establece una mortalidad del 50% de la
poblacion analizada por el efecto de un insecticida) (Murillo y Notz, 2009). Para ello, se rea-
lizan diluciones seriales de cada insecticida (en cajas de petri o en envases de plastico), en las
que se sumergen las larvas del insecto durante unas horas, dependiendo del insecticida, para
posteriormente realizar una prueba de regresion Probit y calcular las tasas de mortalidad CL50,
60, 70, 80 y 90 (Rios-Diez y Saldamando, 2011).

En una revision realizada por Paredes-Sanchez ef al. (2021) se enfatiza que los insecticidas han
sido empleados por el hombre desde 1940, y uno de sus grandes problemas ha sido su mala uti-
lizacidn por su uso excesivo y concentraciones indebidas, ya que, en el caso de S. frugiperda,
las larvas de este insecto se alimentan de hojas y de cogollos que se encuentran muy internos
en la planta, y a su vez se encuentran cubiertas por sus excrementos por lo que el contacto
con el insecticida es bajo. Este comportamiento alimenticio hace que los agricultores apliquen
excesivamente insecticidas o en épocas tempranas de produccion de un cultivo para que sus
tejidos se impregnen con estos. En el afio 2013, Carvahlo et al., encontraron que las larvas de
este insecto eran 18 a 28 veces mads resistentes que su linea susceptible en poblaciones de S.
frugiperda del Brasil. Por esta razon, S. frugiperda genero resistencia a insecticidas como el
DDT, organofosforados, carbamatos y piretroides, creandose la necesidad del desarrollo de
nuevos insecticidas quimicos como el metoxyfenocida, el cual mimetiza la funcion de la hor-

mona 20 del insecto estimulo una muda prematura y una muerte dada su estimulacion directa




con los receptores ecdiesteroides. Otro tipo de insecticidas desarrollados, son los derivados de
los extractos de plantas como los flavonoides que fueron evaluados por Romanelli e al. (2010)
en dosis de 2000 mg/kg en larvas de primer instar de S. frugiperda, con aplicaciones de los
mismos en hojas de maiz de 1.5 cm. Los resultados de estos autores determinaron que estos

flavonoides tienen actividad insecticida sobre esta plaga.

Por otro lado, existe una alternativa al manejo de las plagas en la naturaleza, que implica el uso
del B. thuringiensis (bacilo Gram positivo), que durante su fase de esporulacion produce inclu-
sion parasporal, que puede ocupar hasta el 30% de la célula y se produce en la fase estacionaria
de crecimiento de la bacteria (Portela-Dusan et al., 2013). Esta inclusion esta conformada por
estructuras proteicas, denominadas Cry y Cyt (Bravo et al., 1998) que son el principal factor de
virulencia de esta bacteria. Los pesos de estas proteinas, se encuentran entre los ~60 y 140 kDa
y en un ambiente reductor (pH del intestino del insecto), modifican su estructura volviéndose
altamente toxicas contra insectos de los 6rdenes Lepidoptera, Diptera, Coleoptera, Himenop-
tera, Homoptera, Ortoptera y Malofaga (Portela-Dusan et al., 2013). Respecto a las proteinas
Cry, su forma estructural estd constituida por tres dominios determinantes para su actividad
bioldgica contra insectos. Segiin Portela-Dusén ef al. (2013), el dominio I, consiste en un pa-
quete de siete ce-hélices antiparalelas, donde la hélice 5 esta rodeada por las demas; el dominio
IT esta constituido por tres ldminas antiparalelas 8 distribuidas en una topologia de “llave grie-
ga”, acomodada en lo que se ha llamado un B-prisma y el dominio III consiste de 2 laminas 3
antiparalelas formo un B sindwich (Vachon et al., 2012; Pardo -Lopez et al., 2013). El dominio
I es el responsable de la formacion del poro (en el intestino del insecto que consume la protei-
na Cry). En consideracion de la estructura de tres dominios funcionales de la proteina Cry, el
dominio II es una zona altamente variable, y se considera que es el principal determinante de la
especificidad ya que esta encargado de reconocer al receptor del insecto (Schnepf et al., 1998;
De Maagd et al.,, 2001). Finalmente, se tiene evidencia de que la estructura de B-sandwich del
dominio III, mantiene la estructura de la toxina, principalmente hacia el ataque de proteasas,
reconoce al receptor (conjuntamente con el dominio II) y tiene funcionalidad en la formacion
del poro litico (Schnepf et al., 1998; De Maagd et al., 2001).

Portela-Dusan et al. (2013) mencionan que, respecto al mecanismo de accion de las endo-
toxinas ocurre cuyo el insecto consume la proteina Cry, su larva presenta cese de la ingesta,
paralisis del intestino, vomito, diarrea, descompensacion osmotica, paralisis total y finalmente
muerte (Maduell ef al., 2002; Vachon et al., 2012). Para que se lleve a cabo la muerte del in-
secto, la protoxina debe estar presente en un ambiente reductor que desestabilice sus puentes
disulfuros y pueda ser activada. Dependiendo de la naturaleza de la proteina Cry, se puede
realizar la solubilizacion y activacion de la misma, ya que se ha demostrado que las proteinas
Cry1 presentan mayor cantidad de aminoacidos basicos por lo cual los cristales se solubilizan

a un pH alcalino presente en el intestino medio del insecto, si es una proteina Cry3 existen
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cuatro puentes salinos intercatenarios que estabilizan el cristal por lo que se puede solubilizar
en pH acidos (pH 5-6), aunque pueden estar activadas naturalmente (Vachon et al., 2012). No
obstante, con el fin de que sean activadas, también se requiere de la accion de las enzimas pro-
teasas presentes en el intestino medio del insecto, que desdoblan una seccidén de aminoacidos
en la region N- terminal y en el extremo C- terminal dependiendo de la naturaleza de la protei-
na Cry, dejé una toxina activa de un peso molecular oscilante de 49 a 70kDa. (Vachon et al.,
2012). Las enzimas digestivas que predominan en los lepidopteros y dipteros son las tripsinas,
quimiotripsinas, serino-proteasas y termolisinas; mientras que en los coledpteros predominan

la quimiotripsina, cisteino y aspartato proteasas (Vachon et al., 2012).

Las formulaciones realizadas con Bt, segiin Portela-Dusén ef al. (2013), requieren emplear
cepas debidamente caracterizadas, que no sean productoras de B-exotoxina (Roh et al. 2007,
Rosas-Garcia 2009; Buitrago, 2004) y su produccion se realiza principalmente con el método
de fermentacion sumergida a una temperatura entre 27-35°C y un pH de 6.8 a 7.2, bajo una
regulacion de nutrientes, cinética y transferencia de oxigeno adecuada para una buena recu-
peracion de biomasa y proteina insecticida para su posterior formulacion y envase (Buitrago
2004; Icgen et al., 2002). Adicionalmente, los bioinsecticidas a base de Bt se clasifican en pro-
ductos de primera, segunda y tercera generacion (Portela-Dusan ef al., 2013). Los productos de
primera generacion, estan constituidos por esporas y cristales, presentan varios inconvenientes
dados su estrecho rango de actividad en diversas plagas, poca persistencia en campo debido a
la radiacion solar, y no alcanzan insectos que atacan raices o partes internas del vegetal. Estos
problemas, se lograron mejorar con el empleo de productos de segunda generacion, que con-
tienen como ingrediente activo esporas y toxinas de cepas con introduccion de genes de otras
cepas la cual es de gran utilidad al mejorar la accion frente al insecto generd un sinergismo,
ademads de disminuir las posibilidades de resistencia. Los biopesticidas Bt de tercera genera-
cion, que contienen como ingrediente activo bacterias recombinantes, especialmente Pseudo-
monas fluorescens o Clavibacter xyli subsp. cynodontis, son capaces de llegar hasta tejidos
vegetales y crecer en la rizosfera. La cuarta generacion de estos bioinsecticidas la constituyen
quimeras de proteinas (Buitrago, 2004). La compaiia Abbott tiene, productos Dipel a base de
la serovariedad kurstaki (genes CrylAa, CrylAbl, CrylAcl, Cry2Aal, Cry2Abl) y Xentari
(Bt aizawai con genes CrylAal, CrylAbl, CrylBal, CrylCal, CrylDal) que poseen letalidad
hacia insectos lepidopteros. Ecogen Inc. Ha promocionado los biopesticidas Lepinox (a base
de Bt kurstaki) y Crymax (cepa Bt ED7826 con genes CrylAc, Cry2A y Cry1C) de letalidad
hacia lepidopteros (Buitrago, 2004).

Los ensayos bioldgicos con las endotoxinas del Bt implican la medicion de la potencia del
agente activo sobre un estado especifico del organismo y permiten, evaluar la actividad to6-
xica de una cepa, producto activo u organismo recombinante sin que los resultados se vean

afectados por las variaciones propias de los sistemas bioldgicos del insecto (Martinez, 2004;




Portela-Dusan et al., 2013). Para el suministro de las endotoxinas Bt al insecto, se utiliza un
sustrato alimenticio (dieta), que permite estimar la actividad de una cepa microbiana (Porte-
la-Dusan et al., 2013). Las dietas pueden ser naturales si implica la utilizacién de los mismos
materiales que el insecto consume en campo, artificiales si los componentes naturales son
suplementados con otro tipo de nutrientes que se suponen suplen las necesidades de la plaga
o son reemplazados totalmente por materiales diferentes a los naturales; artificiales-meridicas
si incluyen a la vez elementos de composicion conocida (4cido ascorbico, vitaminas, coleste-
rol, etc.) y desconocida (harinas, levaduras, aceites, etc.) y oligidicas si tienen elementos de
composicion desconocida o materiales crudos (Martinez, 2004; Portela-Dusan et al., 2013).
Para adicionar el producto microbiano (esporas, cristales, protoxinas, toxinas activadas u otros)
en la dieta del insecto, se pueden realizar mezclas con el agua de preparacion de la dieta, o
contaminar superficialmente (el bioproducto se esparce y se deja secar), aplicar microgoteo
de la muestra a evaluar a manera de atrayente (generalmente sacarosa), la contaminacion del
alimento natural (hojas, tubérculos o tallos) con la suspension de la muestra por aspersion,
barnizado o inmersion. El bioensayo se realiza con pruebas que consisten en amplios rangos
de concentracion de producto activo, para determinar su concentracion letal media (CL50) y
otras concentraciones, un control negativo que debe contemplarse agua o soluciones buffer
(si el bioproducto lo contiene), y en algunos casos se emplea, un control positivo (en general
una cepa o toxina de la cual ya se reconozca su efecto). En ocasiones se puede usar un control
absoluto que puede ser una sustancia letal para el insecto, aunque no esté relacionada con el
bioproducto a evaluar (Martinez, 2004). Los ensayos bioldgicos se realizan comunmente sobre
larvas de primer o segundo instar ya que son los estados mas susceptibles del insecto, dan una
respuesta mas exacta del nivel de actividad de la cepa bacteriana, generalmente son los instares
a controlar en campo, estd disponible en un nimero mas grande que otros instares, el periodo
de bioensayo es generalmente corto y la precision es mas alta ya que la mortalidad es uniforme
y los intervalos de confidencia son mas pequefios (Navon, 2000). Para evaluar efectos a largo
plazo y danos intestinales se puede utilizar instares avanzados. Es conveniente monitorear el
peso, tamafio y describir el instar larval, se deben utilizar neonatos de 0 a 12 horas de eclosio-

nadas y con privacion de alimento, la mortalidad se evaliia entre 48 a 96 horas.

Por otro lado, para realizar un control bioldgico en una plaga, los investigadores se han enfoca-
do en la produccion de plantas transgénicas, constituidas por endotoxinas del Bt, y en poblacio-
nes de S. frugiperda del Argentina, Brasil, Puerto Rico y Sur de Estados Unidos, este insecto ya
ha desarrollado resistencia a las proteinas Cryl (Paredes-Sanchez ef al., 2021). La implemen-
tacion de plantas transgénicas de maiz con la endotoxina CrylA ha demostrado la habilidad
del insecto a desarrollar tolerancia rapidamente por lo que su empleo no deberia ser extendido
dadas las observaciones realizadas en estos paises segiin Paredes-Sanchez ef al. (2021). Estos
autores también mencionan que la susceptibilidad de S. frugiperda a las endotoxinas Cry1Ab,

Cry2Ab, CrylFa, y Vip3Aa también han sido evaluadas en varios paises (Lemes et al., 2014;




Soares et al., 2019) ya que en los tltimos afios, se han producido cultivos con combinaciones
de varias endotoxinas del Bt, algunos de ellos involucran las endotoxinas Cry y Vip y también
se ha estudiado el sinergismo entre las endotoxinas entre CrylAb y CrylFa y cadherina (SG-
Cad) emple0 la técnica CRISPR/Cas9 y la tecnologia de edicion gendmica en ensayos de lineas
celulares de S. frugiperda por lo cual nuevas metodologias se estan utilizo para la mejora del

manejo de este insecto.

Respecto a los estudios relacionados con la respuesta de los biotipos de S. frugiperda ante las
endotoxinas del B. thuringiensis Rios-Diez et al. (2012) produjeron de los pocos trabajos en
los que se comparan las poblaciones de este insecto, en condiciones de laboratorio, para deter-
minar si los biotipos de maiz y arroz, difieren en sus respuestas ante las endotoxinas CrylAc
y CrylAb. Por ello, el proposito principal de este capitulo es mostrar los estudios realizados
por Juan Diego Rios Diez en su tesis de maestria (Rios-Diez, 2011) y en la continuacion de
un proyecto de MinCiencias enfocado en establecer si existen diferencias en las respuestas de
tolerancia de los biotipos de S. frugiperda ante los insecticidas lambdacialotrina y metomil y
las endotoxinas del Bt CrylAc y CrylAb. Estos andlisis conllevaron a la publicacion de dos
articulos cuyos autores fueron Rios-Diez y Saldamando-Benjumea (2011) y Rios-Diez et al.

(2012) que se explicaran a continuacion.

6.2 Analisis de la respuesta de resistencia de los
biotipos de maiz y arroz de S. frugiperda a insecticidas
y endotoxinas del Bacillus thuringiensis

Para realizar las evaluaciones de respuesta de S. frugiperda y sus biotipos a dos insecticidas
y dos endotoxinas del Bt, se llevaron a cabo salidas de campo en el mes de abril de 2009, y
colectaron al azar larvas en todos los instar de este insecto, en cultivos de maiz y arroz en el
departamento de Tolima, las del biotipo de maiz fueron colectadas en el municipio de Mari-
quita Vereda San Felipe (N 05° 06°42.08” WO 74° 53’ 35.03” con una precision de 7 mts), en
el municipio de San Luis Corregimiento de Payyé (N 04° 12°48.2” WO 75° 06’ 29” con una
precision de 7 mts), las del biotipo de arroz fueron colectadas en el municipio de Ambalema
(N 04°42°26.8” WO 74° 50’ 47.9” con una precision de 9 mts), en el municipio de Ibagué ve-
reda Buenos Aires (N 04° 20°46.6” WO 75° 05” 43.3” con una precision de 8 mts). Las mues-
tras colectadas se llevaron al cuarto de cria ubicado en la Universidad Nacional de Colombia,

sede Medellin con el objeto de establecer un pie de cria con estos individuos.

Una vez las larvas se ubicaron en el insectario, se separaron con base a su origen de coleccion,

y posteriormente fueron rotuladas por localidad y tipo de cultivo en vasos de 15 Oz. Después




de la emergencia de las larvas, sus adultos fueron cruzados para mantener una linea parental de
maiz, una de arroz con sus respectivas generaciones filiales. Los huevos que se obtuvieron de sus
hembras, fueron recolectados diariamente y aislados para evitar la contaminacion, cuyo emergie-
ron las larvas se alimentaron con una variacion de la dieta meridica en base a frijol, reportada
por Arévalo-Maldonado et al. (2009).

Una vez establecida la colonia de S. frugiperda, sus poblaciones se separaron en tres grupos
de cada biotipo de acuerdo al tipo de tratamiento: el primer grupo fue sometido a presion de
seleccion con el insecticida lambdacihalotrina, el otro con metomil y el tercer grupo constituyo
la colonia control que no fue expuesta a ningun tipo de tratamiento. Los bioensayos para la
estimacion de las concentraciones letales medias CL, de los insecticidas, se realizaron con el
método de inmersion de larvas del tercer instar en dosis previamente seleccionadas para cada
compuesto quimico, durante un tiempo de 30 segundos (Morillo y Notz, 2001). Estas dosis fue-
ron preparadas a partir de una solucién madre para cada insecticida. En la inmersion se utiliza-
ron grupos de 5 larvas y se realizaron 10 repeticiones por cada dosis. Como tratamiento control
se emplearon larvas de la misma edad en agua destilada. Transcurrido el tiempo de inmersion,
las larvas fueron colocadas sobre papel absorbente y se mantuvieron separadas en vasos de 15
Oz, sin alimento y 24 horas después de la inmersion. Posterior a ello, se cuantifico el nimero
de larvas vivas y muertas. Para las evaluaciones de las concentraciones letales, se utilizaron las
concentraciones de las CL50, CL60, CL70 y CL80 para las generaciones parentales P, F , F,

y F, respectivamente.

Los resultados de mortalidad se sometieron al andlisis de varianza mediante un analisis de re-
gresion de Probit (Morillo y Notz, 2001) para determinar las concentraciones letales medias
estimadas CL,. La resistencia de S. frugiperda a los insecticidas se determiné mediante la
comparacion (razon) de las CL, de las colonias sometidas a los insecticidas separadamente
en cada generacion, con los datos de la concentracion CL, respectiva de colonias vene-
zolanas enfrentadas a los mismos tratamientos y de la “colonia GV del Departamento de
Agricultura de EE.UU. (USDA) con sede en Gainesville, Florida cuyo dato se encuentra en
el articulo de los autores Morillo y Notz (2001), puesto que esta colonia ha permanecido por
mas de doce (12) afios sin ningun tipo de exposicion a insecticidas, por ello, dicha colonia,
se tuvo en cuenta como una linea susceptible a los insecticidas evaluados en el presente pro-
yecto. La tasa de desarrollo de resistencia (r) en las generaciones sometidas a presion de se-
leccion para cada insecticida, se calculd mediante la formula: r = (logCL50FX —logCL50Po)/
(LogNoQG), donde: CL50FX es la concentracion letal media de la generacion seleccionada,
CL50P, es la concentracion letal media de la generacion parental y N° G el namero de gene-
raciones (Morillo y Notz, 2001).
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Los resultados obtenidos por Rios-Diez y Saldamando -Benjumea (2011) sugirieron que, bajo
las mismas condiciones de laboratorio, ambos biotipos de S. frugiperda presentan una respues-
ta diferente a cada insecticida. Esta respuesta se ve reflejada en la viabilidad de los huevos de
ambos biotipos ya que la mortalidad fue del 68% en el biotipo de arroz y de 57% en el biotipo
de maiz (Tabla 6.1). Ademas, los resultados muestran que los insecticidas no solamente afectan

las larvas tratadas sino también la fertilidad de su progenie.

Tabla 6.1. Efectos en el ciclo biologico del insecto a causa de los tratamientos con insecticidas. L =
lambdacialotrina, M = metomil. (Tomado de la Maestria de Juan Diego Rios Diez)

Desarrollo de adultos Peso en gr pupas
Individuos jl‘iempo'],)e Desarrollo Desarrollo % H'uevos*
incubacion larva pupa Machos Hembras Machos Hembras no viables
ARROZ 3.10 23.97 11.57 11.96 11.73 0.21 0.22 14.14
ARROZF1 (L) 3.40 25.40 10.75 4.50 11.50 0.21 0.21 24.19
ARROZF2 (L) 3.50 35.50 11.00 9.00 17.50 0.24 0.22 68.18
ARROZF3 (L) 3.50 24.20 10.40 10.00 14.50 0.23 0.22 35.52
ARROZF1 (M) 3.50 35.33 12.00 23.00 12.00 0.24 0.20 65.30
ARROZ F2 (M) 3.50 38.17 11.60 16.80 15.75 0.23 0.21 57.69
ARROZF3 (M) 3.20 36.00 10.00 10.00 10.50 0.23 0.21 25.49
MAiz 3.34 24.56 11.15 11.39 11.88 0.22 0.23 22.00
MAIZ F1 (L) 4.00 37.20 25.80 10.25 10.75 0.22 0.23 67.41
MAIZ F2 (L) 3.70 33.00 11.50 7.80 7.20 0.21 0.22 56.32
MAIZ F1 (M) 3.67 26.00 9.50 17.00 15.50 0.22 0.22 55.55
MAIZ F2 (M) 4.5 27.00 11.50 15.00 7.00 0.19 0.20 51.35

El tiempo corresponde a los dias en los que el insecto permanecia en un estado para pasar al
siguiente. Los huevos no fueron contabilizados individualmente, se tomaron por masas de hue-

vos depositados en cada oviposicion.

Los resultados de la tabla de contingencia muestran que el efecto de la lambdacialotrina no es
significativamente diferente entre las masas de huevos evaluadas en presencia y ausencia del

insecticida, mientras que, por el contrario, el efecto del metomil si es significativo (Tabla 6.2).
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Tabla 6.2. Tabla de contingencia de viabilidad de huevos de los biotipos de S. fiugiperda en presencia
de los insecticidas evaluados. Sin = sin tratamiento, Con = con tratamiento. (Tomado de la Maestria de
Juan Diego Rios Diez)

METOMIL LAMBDACIHALOTRINA
Sin Con Sin Con

Observado 488 51 539 Observado 488 76 564
Arroz Arroz

Esperado 499.86  39.14 Esperado 492.57 71.43

Observado 636 37 673 Observado 636 87 723
Maiz Maiz

Esperado 624.14  48.86 Esperado 631.43 91.57
Total 1124 88 1212 Total 1124 163 1287
Chi-cuadrado = 6.985, GL =1, Chi-cuadrado = 0.596, GL =1,
p=0.008 p=0.440

Por otro lado, los resultados de los caracteres del ciclo de vida de los biotipos, muestran que en
general existen diferencias significativas para la mayoria de ellos, por ejemplo: el aumento del
tiempo de desarrollo de los huevos, larvas y adultos y a su vez en el aumento de la mortalidad
en las lineas sometidas a los insecticidas, sobre todo a las generaciones F, y F_, esto sugiere que

los insecticidas tienen un efecto en el fitness de estas lineas hibridas en este insecto (Tabla 6.3).

La respuesta de cada biotipo a los insecticidas mostro que su tolerancia varia de generacion en
generacion. En el caso del metomil, ambos biotipos presentan una progresiva pero lenta res-
puesta de resistencia, mientras que en el caso de lambdacialotrina, la respuesta es mas rapida,
sobre todo para el biotipo de arroz (Tabla 6.4). Adicionalmente, para el caso del metomil, la
CL50 para el biotipo de maiz fue de 380.01 ppm mientras que la CL50 para el biotipo de arroz
fue de 445.14 ppm, esto sugiere que el biotipo de maiz es mas susceptible a este insecticida que
el biotipo de arroz. Para el insecticida lambdacialotrina, el valor de la CL50 fue de 45.01 ppm
para el biotipo de maiz y de 31.16 ppm para el biotipo de arroz. Respecto a la susceptibilidad a
los insecticidas, se puede notar un incremento de la misma en los dos biotipos para la lambda-
cialotrina en la generacion F . Sin embargo, el desarrollo de tolerancia al insecticida lambda-
cialotrina fue mas rapido para el biotipo de arroz que para el biotipo de maiz (Tabla 6.4). Por
otro lado, la respuesta al metomil fue mayor para ¢l biotipo de arroz en su generacion F, ya

que tolero una concentracion de 483.02 ppm mientras que biotipo de maiz tolero 409.19 ppm.

Respecto al desarrollo de resistencia (r) de los biotipos de S. frugiperda, estos autores encon-
traron que el biotipo de arroz desarrollé mayor resistencia a la lambdacialotrina comprado con
el biotipo de maiz dado que el valor de r = 0.47 para el biotipo de maiz (generacion F,) y de
1.21 para el biotipo de arroz (generacion F,). De manera similar, la resistencia al metomil fue

de 0.25 para el biotipo de maiz y de 0.55 para el de arroz (Tabla 6.4).
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Ambos biotipos de S. frugiperda mostraron que en condiciones de laboratorio ellos desarrollan
una rapida respuesta a la presion de seleccion generada por la lambdacialotrina comparado con
el metomil. Resultados parecidos al encontrado por Diez-Rodriguez y Omoto (2001) en Bra-
sil. Un aspecto interesante respecto a S. frugiperda del Tolima, es que los valores de la CL50
encontrados para los biotipos fueron mucho mas altos que los valores obtenidos para la misma
especie de poblaciones de Venezuela y de Gainesville usadas por Morillo y Notz (2001). Esto
sugiere que el control quimico del insecto que se realiza en Colombia es mucho mas severo que
en Venezuela. Adicionalmente, cuyo el desarrollo de resistencia fue analizado, se encontrd que
el biotipo de arroz presenta una resistencia mayor con el insecticida lambdacialotrina desde la
generacion parental hasta la tercera generacion comparado con la colonia de Gainesville es-
tudiada por Morillo y Notz (2001). No obstante, el desarrollo de resistencia al metomil no fue
tan diferente entre estas poblaciones. Adicionalmente, la resistencia a la lambdacialotrina del
biotipo de maiz del departamento del Tolima, muestra un incremento de 50 a 80 veces superior
a la colonia de Gainesville que pertenecia a un cultivo de maiz, mientras que el incremento al

metomil aumentd de 3 a 3.98 veces.

Rios-Diez y Saldamando-Benjumea (2011), consideran que la variacion en la respuesta a insec-
ticidas entre su estudio y los trabajos realizados por otros autores se debe a: a) la region (pais)
donde el insecto se encuentra ya que el manejo del mismo difiere por cultivo y por localidad
dado que hay paises tropicales y otros templados, b) la accion del insecticida en la fisiologia del
insecto, ¢) en el biotipo del insecto, sea de maiz o arroz y d) los métodos usados por distintos
autores, para evaluar la susceptibilidad y el desarrollo de resistencia. Por todas estas razones,
existieron diferencias entre el trabajo realizado en Colombia y las poblaciones analizadas por
Adamczyk et al. (1997) de los Estados Unidos. Aunque, en este trabajo los autores no realiza-
ron una comparacion de los biotipos de S. frugiperda ni utilizaron diferentes insecticidas como

en el trabajo realizado en Colombia.

Posterior al trabajo con insecticidas, en el mismo laboratorio de Ecologia y Evolucion de
insectos, se continud con el estudio de la respuesta de los biotipos de S. frugiperda a las
endotoxinas CrylAc y CrylAb, en un trabajo publicado por Rios-Diez et al. (2012). Este
trabajo se llevo a cabo puesto que la resistencia de este insecto al Bt habia sido analizado
previamente con las endotoxinas Cry 1AC (Buntin ef al., 2001; Blanco et al., 2010), y CrylF
(Storer et al., 2010) en poblaciones del insecto de los Estados Unidos, México y Puerto Rico,
pero este tipo de estudios jamas se habian realizado en Colombia, particularmente con los

biotipos de maiz y arroz del insecto.

Rios-Diez et al. (2012) realizaron su investigacion con la misma colonia de S. frugiperda co-
lectada en abril de 2009 que fue utilizada para la evaluacion de los insecticidas y los bio-

tipos de esta polilla. El mantenimiento de la cria fue idéntico al realizado por Rios-Diez y
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Saldamando-Benjumea (2011). La diferencia consistio en que, en la dieta basada en frijol usada
para la alimentacion de las larvas, se realizaron experimentos se adicioné la proteina de las
endotoxinas Cry a la dieta. Rios-Diez et al. (2012) establecieron las concentraciones CL50 en
una colonia del insecto que se separd en tres grupos: un grupo control, un grupo tratado con la
endotoxina CrylAc y otro con la endotoxina CrylAb. Para examinar el efecto de estas endo-
toxinas en los biotipos de S. frugiperda, neonatos de primer instar se ubicaron en vasos de 1.5
onzas con dietas artificiales que contenian las proteinas purificadas de las endotoxinas CrylAc
y CrylAb por separado y una solucion de Tween 20 al 0.01%. Diferentes concentraciones de
las endotoxinas (62.5 ng/cm?, 250 ng/cm?, 500ng/cm?, 700 ng/cm? y 1000 ng/cm?) fueron co-
locadas en los vasos de 1.5 onzas (Santoso et al., 2004). Para cada tratamiento, ellos usaron
entre 60 y 100 larvas a las que se les evalu6 la mortalidad después de las 72h de exposicion a la
dieta. Para las evaluaciones de las concentraciones letales, se utilizaron las concentraciones de
las CL50, CL60, CL70 y CL80 para las generaciones parentales P , F , F, y F, respectivamente
(Rios-Diez y Saldamando Benjumea 2011). Los resultados de la mortalidad de las larvas se
evaluaron con una prueba de regresion Probit y la resistencia a ambas proteinas se analizo por

separado, siguiendo la metodologia de Rios-Diez y Saldamando Benjumea (2011).

Los resultados obtenidos mostraron que, se requieren concentraciones mucho mas altas de la
endotoxina CrylAc que de CrylAb para producir una mortalidad del 50% en las larvas de S.
frugiperda. Ademads, observaron que el biotipo de maiz es mucho mas resistente a las endotoxi-
nas que el biotipo de arroz, esto dado que la concentracién letal media para el biotipo de maiz
fue de 193.42 ng/cm’y para el biotipo de arroz fue de 139 ng/cm’ para la endotoxina CrylAb
y de 1359.23 ng/cm? para el biotipo de maiz y de 790.24 ng/cm? para el biotipo de arroz con la
endotoxina CrylAc (Tabla 6.4).

De todas formas, se puede notar que, en la tercera generacion, ambos biotipos toleraron con-
centraciones mas bajas de las endotoxinas compradas con las generaciones previas, sobre todo
el biotipo de maiz (Tabla 6.4). Respecto al desarrollo de resistencia (r ) al Bt se encuentra que la
mayoria de los valores son negativos para el biotipo de maiz y estos resultados no se esperaban

en este tipo de tratamientos.

Esto indica que este tipo de experimentos deben realizarse de nuevo en el futuro. No obstante,
los resultados del trabajo de Rios -Diez et al. (2012) corroboran lo encontrado por Zenner de
Polania et al. (2008), en el Tolima y por Adamczyk et al. (1997) en Estados Unidos ya que el
biotipo de maiz es mas resistente a las endotoxinas del Bt que el biotipo de arroz y este tipo de
resultados no debe ser sorprendente dado que las poblaciones de S. frugiperda que atacan el
cultivo de maiz, se encuentran controladas con cultivos transgénicos en Colombia, por lo que
han tenido mucho tiempo de interaccion con estos cultivos, a diferencia de las poblaciones del

biotipo de arroz. Como se ha mencionado antes, otros trabajos relacionados con la respuesta
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de esta polilla al Bt se han llevado a cabo en México, Estados, Unidos y Puerto Rico con las
endotoxinas CrylAc y CrylF (Buntin ef al., 2001; Blanco et al., 2010; Storer et al., 2010, Zhu
et al., 2015; Gimenez et al., 2020). Sin embargo, hasta ese entonces solo las poblaciones, de
este insecto, de Puerto Rico eran resistentes a la endotoxina Cry1F, lo que significa que la re-
sistencia al Bt es el resultado de la adaptacion local del insecto a este tipo de control (Storer et
al., 2010; Zhu et al., 2015; Giménez et al., 2020).

Tabla 6.3. Respuesta de la presion de seleccion de las lineas evaluadas de S. frugiperda en condiciones
de laboratorio en presencia de los insecticidas lambdacialotrina y metomil.(Tomado de la de maestria
de Diego Rios Diez) (GV) colonia susceptible de Gainesville, Florida. @ La concentracion letal 50 esta
expresada en partes por millon (ppm). Probit Analysis Program (Raymond, 1985). b Error Estandar. ¢
Intervalo de confianza. d Pendiente de la curva. e Razdn de resistencia, CL50 de las lineas tratadas /
Lc , de la colonia susceptible de Gainesville, Florida (GV). fRazén de resistencia, CL50 de las lineas
tratadas / Lc¢ 50 de colonias Venezuela evaluadas en la Po y F,. g r, tasa de desarrollo de resistencia.
(Tomado de la tesis de Maestria de Juan Diego Rios -Diez)

ic rr.f
Linea Tratamiento Generacion cl,? E.S" b4 ITg,° re
Inferior  Superior Po F3
G.V. Lambdacihalotrina — 0.90 — 0.60 1.20 1.37 — — — —
G.V. Metomil — 124.40 — 98.80 154.70 1.64 — — — —
Po 17.50 — 9.60 32.50 1.31 19.44 — — —
Ven. Lambdacihalotrina
F3 13.00 — 7.00 18.40 0.91 14.44 — — —
Po 396.20 — 322.10 466.00 1.9 3.18 — — —
Ven. Metomil
F3 558.10 — 442.90 679.50 1.44 4.49 — — —
< Po 31.16 3.66 25.43 37.94 4.10 34.62 1.78 240 —
=]
g F1 28.38 2.15 24.28 32.82 — 31.53 1.62 218 —
;:j F2 96.68 11.91 78.18 128.73 — 107.42 552 744 1.63
g
S
N E F3 117.52 13.06 97.17 152.23 4.14 130.58 6.72 9.04 1.2
<
Po 445.14 40.31 355.97 547.00 4.14 3.58 .12 0.80 —
E F1 483.02 38.45 411.66 565.60 — 3.88 122 087 —
g F2 508.45 36.87 439.98 587.67 — 4.09 1.28 091 0.19
F3 811.41 68.70 684.65 960.04 4.14 6.52 2.05 145 0.55
5 Po 45.01 7.17 33.10 62.97 4.84 50.01 257 346 —
% Fl 27.61 2.65 22.75 33.35 — 30.68 .58 212 —
E
2
N % F2 72.29 3.33 66.20 79.42 5.00 80.33 413 556 0.68
<
p= 3
- Po 380.01 55.21 275.10 355.97 2.29 3.05 096 0.68 —
£
g F1 409.19 39.99 334.61 493.71 3.29 1.03 073 —
= F2 495.24 21.01 455.95 539.53 2.26 3.98 1.25 0.89 0.38
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Como lo mencionan Rios -Diez ef al. (2012), la resistencia al Bt de S. frugiperda difiere entre
paises ya que depende de la manera como el insecto es manejado de manera local y por ello
se encontrd que en México distintas poblaciones del mismo pais respondieron diferentemente
en su resistencia a esta endotoxina segiin Lopez-Edwards ef al. (1999) y como se observo en
Estados Unidos por Adamczyk ef al. (1997) en los Estados Unidos. Por lo tanto, es importante
considerar no solamente la existencia de los biotipos, sino también las diferencias del manejo
del insecto a nivel local, sobre todo el hecho de que el biotipo de maiz resiste mas al Bt que el
biotipo de arroz, por la exposicion de sus poblaciones a cultivos transgénicos (Zhu et al., 2015;
Gimenez et al., 2020).

Seglin los resultados obtenidos por Rios-Diez et al. (2012), los autores sugieren que para el
manejo de S. frugiperda en el departamento del Tolima es més adecuado utilizar la endotoxina
CrylAb que la Cryl Ac dado que el desarrollo de resistencia tom6 mas tiempo para la primera
endotoxina. No obstante, ellos reconocen que solo analizaron 3 generaciones del insecto por lo

que mas estudios de este tipo deberan realizarse en el futuro.

Tabla 6.4. Respuesta de los biotipos de maiz y arroz de S. frugiperda expuestos a dos endotoxinas del
Bt. (Tomado maestria de Diego Rios Diez).* CL50 (en ppm). Analisis Probit (Raymond 1985).° S. E. ¢
Intervalo de confianza. ¢ Pendiente. ¢ CL50 proporcion de resistencia (Tomado del informe a MinCien-
cias proporcionado por Juan Diego Rios-Diez).

Linea  Tratamiento  Generacion CL50* S.E.® ic Ve SD P b re
Arroz Ab Po 139.00 11.69 115.83 162.17 3.09 3.09 0.38 3.88 —
F1 150.20 12.61 125.34 175.40 0.16 0.15 0.98 4.09 0.11
F2 168.66 16.91 135.63 203.44 0.34 0.34 095 425 0.18
F3 122.98 29.75 62.64 180.23 4.67 4.60 0.19 14.04 -0.09
Ac Po 790.24 57.39 684.78 914.76 85.10 89.16  *** 389 —
F1 874.79 66.67 754.89 1023.36 78.70  90.74  *** 409 0.15
F2 960.36 93.99 797.72 1184.45 51.84 63.84 *** 425 0.18
F3 1249.18  189.72  919.69 1740.71  62.25 85.16  *** 14.04 033
Maiz Ab Po 193.42 22.70 155.52 250.05 1.98 1.95 0.57 8.13 —
F1 192.64 21.52 156.44 245.54 3.05 3.01 0.38 4.04 -0.01
F2 196.63 25.65 154.49 263.11 3.18 3.15 0.36  6.56 0.01
F3 119.33 17.46 85.16 155.05 4.44 4.60 022 875 -0.35
Ac Po 1359.23  174.55 1080.36 1820.13  5.75 5.93 0.12 8.13 —
F1 1310.86  157.83  1054.87 1717.15  6.15 6.36 0.10 4.04 -0.05
F2 1300.71  181.02  1013.52 179193  5.03 5.26 0.17  6.56 -0.04
F3 763.61 105.83  558.38 983.53 1.57 1.60 0.66 8.75 -0.42
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6.3 Conclusiones generales del control de S. frugiperda

Uno de los mas importantes hallazgos del trabajo realizado en este capitulo radica en el hecho
de que los biotipos de S. frugiperda, difieren en su respuesta de resistencia a los insecticidas y
a las endotoxinas del B. thuringiensis en condiciones de laboratorio. Esto significa que el flujo
de genes que confiere resistencia a un control quimico o bioldgico entre estas dos poblaciones
es muy reducido y por lo tanto las estrategias de control del insecto, deben tener en cuenta la
existencia de sus biotipos.

Otro aspecto importante, es que el biotipo de arroz, responde mas rapido y con mayor eficacia
a los insecticidas lambdacialotrina y metomil que el biotipo de maiz, y esto muy probablemen-
te se deba a que, en Colombia, el cultivo de arroz es controlado extensivamente con controles
quimicos, por lo que la resistencia hacia los mismos generados por los insectos se produce mas

facilmente dada su constante exposicion.

Por otro lado, el biotipo de maiz es mas tolerante a las endotoxinas CrylAc y CrylAb que el
biotipo de arroz, puesto que su respuesta ante estos controles bioldgicos es mas rapida y a su
vez tolera mas su cambio de concentracion con el tiempo comparado con el biotipo arroz. La
respuesta que ha producido el biotipo de maiz con las endotoxinas del Bt, no es sorprendente
ya que desde el afio 2004 se han venido cultivando, en el departamento del Tolima, productos
de maiz y algodon transgénicos, por lo que el tiempo de exposicion hacia los mismos por parte de
plagas como S. frugiperda ha sido largo y ademas este insecto nunca mostr6 una susceptibilidad
hacia éstos, implicé un aumento de las densidades poblacionales de este insecto afectd mas

gravemente estos cultivos.

Desde el punto de vista genético y la resistencia a insecticidas y al Bt, es conocido que las
poblaciones de S. frugiperda de Puerto Rico han sido ampliamente estudiadas debido a que
se ha comprado la resistencia de éstas ante diversos insecticidas y endotoxinas del B. thu-
ringiensis, particularmente la endotoxina CrylF, por el uso exagerado de éstos (Zhu et al.,
2015, Giménez et al., 2020). Las poblaciones de Puerto Rico han mostrado tener resistencia
a varias endotoxinas del Bt, entre ellas: CrylAc y CrylFa. Estudios comparativos entre li-
neas resistentes y susceptibles de S. frugiperda en condiciones de laboratorio realizados por
Zhu et al. (2015) mostraron que las poblaciones de Puerto Rico presentaron una tolerancia
muy alta la endotoxina Cry1Fa, puesto que fueron, 7.717 veces superiores a la linea suscep-
tible y 42 veces mas resistentes a la endotoxina CrylAc. Estos autores también evaluaron
la actividad de las enzimas digestivas en las larvas y encontraron que estas poblaciones de
Puerto Rico presentaron una reduccion en las actividades de las enzimas alcalina fosfatasa
(ALP), aminopeptidasa (APN), 1 NA y 2NA esterasas, tripsina y quimiotripsina e incremen-

tos significativos en las enzimas PNPA esterasas y glutation — transferasa (GTS) comparado
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con las larvas susceptibles. Estos experimentos demostraron que las poblaciones de S. frugi-
perda de Puerto Rico, no solamente presentan resistencia a endotoxinas del Bt, sino también
al insecticida acetato, el cual se caracteriza por ser un organofosforado. Estas poblaciones
evaluadas provienen de cultivos de maiz de Puerto Rico y de una isolinea de Monsanto que

es caracterizada por ser susceptible al Bt e insecticidas.

Posterior a este trabajo con las poblaciones de S. frugiperda de cultivos de maiz de Puerto
Rico, Giménez et al. (2020) realizaron un analisis comparativo gendmico entre las poblacio-
nes de Puerto Rico resistentes a Bt y a insecticidas vs poblaciones del insecto de Mississippi,
teniendo en cuenta evaluaciones de sus larvas en condiciones de laboratorio en bioensayos
con el insecticida deltametrina, que es un piretroide. Este estudio lo realizaron para deter-
minar si la variacion en la copia de genes de desintoxicacion (CNV) se asociaban a efectos
de seleccion natural positiva (que es una seleccion direccional ante poblaciones bajo presion
artificial generada por insecticidas). Los genes de desintoxicacion involucran al gen del ci-
tocromo P450, los genes de las esterasas, de las glutation- S- transferasas, (GST), de los
genes de la UDP o gluconosil transferasas y los genes del estrés oxidativo. En su analisis,
ellos compararon los genomas de larvas de Puerto Rico (resistentes) vs larvas de Mississippi
(susceptibles, de la linea de Monsanto) y compararon poblaciones de maiz y arroz. En este
estudio, Giménez et al. (2020) evidenciaron que la genética de poblaciones de estas larvas se
diferencido mas geograficamente, que, por el hospedero, indic6d que los genes que confieren
resistencia a insecticidas son diferentes a los genes que confieren adaptacion al hospedero.
Estos autores, habian planteado una hipdtesis sobre la cual argumentaban que los genes que
controlan la asociacion de los biotipos a sus hospederos, debieron evolucionar antes que los
genes que confieren resistencia, pero las poblaciones de Puerto Rico mostraron que el in-
secto evoluciono una rapida resistencia al Bt y a insecticidas por la presion ejercida por los
humanos. En este estudio, compararon las secuencias del genoma de ambas poblaciones con
un genoma de referencia de S. frugiperda encontrd un tamafo de 384.455.365 bp, un numero
de secuencias de 125, y un N50 de 13.151.234, sus scaffolds fueron de 31 aproximandose
al nimero total de cromosomas del insecto que se ha determinado que varia entre 29 y 31.
Los biotipos de S. frugiperda fueron identificados por medio de la secuenciacion de todo su
mitogenoma y encontraron que las poblaciones de Mississippi consistian en 9 individuos del
biotipo de maiz y 8 del biotipo de arroz y las de Puerto Rico por 11 individuos de. biotipo de
maiz y 4 de arroz. Al llevar a cabo un analisis de PCA y de Fst encontraron que la diferencia-
cion genética entre las poblaciones se explica mas entre los paises (6sea el método de manejo
del insecto) que entre los biotipos. Ademas, encontraron que los genes CNV, se encuentran
bajo seleccion natural positiva, ya que el nimero de copias fue superior en las poblaciones de
Puerto Rico que en las poblaciones de Mississippi. Resultados similares se han evidenciado

con insectos como S. exigua, S. litura y Helicoverpa armigera.
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En otro trabajo, también basado en los analisis de genomas con secuenciacion de nueva genera-
cion de S. frugiperda realizado por Guan ef al. (2021), los autores encontraron que mutaciones
puntuales en las proteinas de la acetilcolinesterasa, la proteina del canal de sodio, las proteinas
del canal de sodio (VGSC) y del receptor de la rianodina explicacion la resistencia del insecto a
insecticidas organofosforados, para ello, compararon genomas de 150 individuos colectados en
China, Malawi, Ugya y Brasil. Las mutaciones puntuales fueron a nivel de tres substituciones
aminoacidicas (A201S, G227A y F290V) que hacen parte de un mismo gen: acetilcoliesterasa.
Estudios de resistencia de S. frugiperda a compuestos organofosforados ya se habian realizado
con anterioridad por Carvalho et al. (2013) en poblaciones del insecto de Brasil, pero este tipo
de trabajos no se habia realizado en poblaciones del insecto del hemisferio oriental y estos
autores aseguran que las poblaciones que llegaron a este hemisferio ya presentaban los genes
que confieren resistencia a insecticidas en esta plaga que desde el ano 2016 fue reportada por

primera vez en esta parte del mundo.

Mas adelante, Gui et al. (2022), realizaron un analisis transciptomico y gendmico de poblacio-
nes de S. frugiperda de este estudio, los autores demostraron que las poblaciones del insecto
de China, se originaron del Africa. Que las poblaciones analizadas incluyeron los biotipos de
maiz y arroz de S. frugiperda en Estados Unidos, pero que, en los demas paises evaluados, solo
encontraron al biotipo de maiz. Ademas, ellos identificaron una familia de genes de resistencia
a 23 insecticidas denominada CYP (genes CYP4, CYP6, CYP9, CYP12 y CYP49) o del cito-
cromo P450 al comparar poblaciones del insecto de Estados Unidos, China (Yunan, Guangxi),
Sur Africa y Etiopia. Para ello, compararon los cromosomas de individuos de estas poblaciones
y encontraron alrededor de 8 genes de resistencia distribuidos en los cromosomas 2, 6, 12, 18,
22 y 24 del insecto. También, compararon las proporciones de los genes que confieren resisten-
cia, entre ellos los genes de Casete de union a ATP (ABC), carboxilesterasa (CES), citocromo
P450 (CYP), glutation S-transferasa (GST), glucuronosil transferasa UDP (UGT), aldehido
oxidasa (AOX), quitinasa acida (CHIA), epoxido hidrolasa (EPHX), ADN de 5" a 3’ de PIF1
helicasa (PIF), Dominio parcheado (PTCHD) y genes de proteina tirosina fosfatasa (PTP) entre
diferentes especies de lepidopteros (Spodoptera litura, Helicoverpa armigera, Bombyx mori,
Myuca sexta, entre otros) y Drosophila melanogaster. Estos autores encontraron que los genes

del citocromo P450 se encuentran mas expresados en S. frugiperda.

Por otro lado, Yainna ef al. (2021) también realizaron andalisis comparativos gendmicos de
poblaciones de S. frugiperda de poblaciones del insecto que llaman nativas (poblaciones de
Estados Unidos, México, Guyana Francesa, Brasil y Guadalupe) y poblaciones invadidas por
el insecto (Ugya, Malawi, India, China y Benin) e identificaron diferencias mutacionales en-
tre las poblaciones invasoras e invadidas el insecto en los genes que confieren resistencia a
insecticidas y Bt. Entre ellos, los autores encontraron al gen de la acetilcolinesterasa (AChE)

relacionado con la resistencia del insecto, a compuestos organofosforados y carbamatos, al gen




ABCC2 que confiere resistencia al Bt, al gen de la rioanodina (RyR) que confiere resistencia
a los insecticidas de las diamidas, y al gen VGSC (del canal de sodio) que confiere resistencia a
insecticidas de piretroides. Ellos ademas demostraron que los genes que generan resistencia al Bt,
que son los genes ABCC2, solo se encontraron en las poblaciones nativas, ademds encontraron
una mayor cantidad de copias del gen del citocormo P450 en estas poblaciones nativas y ma-
yores proporciones de mutaciones de resistencia de los genes de la acetilcolinesterasa en estas.
Esto se explica por a alta presion de seleccion generada en las poblaciones nativas y explica la
susceptibilidad hacia el Bt e insecticidas en las poblaciones invadidas de China, un pais donde

la invasion de S. frugiperda es reciente.

Estos ultimos estudios de la respuesta de resistencia de S. frugiperda en otras partes del mun-
do es concordante con los resultados obtenidos en este capitulo, en los trabajos publicados de
Rios-Diez y Saldamando (2011) y Rios-Diez ef al. (2012) con los insecticidas y endotoxinas y
los biotipos de S. frugiperda ya que el biotipo de arroz fue mas tolerante a los insecticidas y el
de maiz a las endotoxinas, reflejo el tipo de manejo que se ha dado al insecto a nivel mundial,
ya que los insecticidas son ampliamente empleados en cultivos de arroz y los cultivos transgé-
nicos en maiz. Es mds, Rios-Diez y Saldamando-Benjumea (2011) y Rios-Diez et al. (2012)
en sus articulos, emplearon el uso de la genética cuantitativa para calcular el nimero de genes
que confieren resistencia a los biotipos de S. frugiperda a insecticidas y Bt y encontraron un
bajo numero de genes, lo cual también concuerda con los estudios gendmicos mencionados con
anterioridad. No obstante, es importante recalcar que la gran mayoria de los estudios de resisten-
cia, se han enfocado en el biotipo de maiz, por lo que las evaluaciones con el biotipo de arroz son
escasas. Es recomendable que, en futuras investigaciones, se analice la genémica de poblaciones
de los biotipos de maiz y arroz de S. frugiperda de Colombia para lograr obtener hallazgos mas
importantes para la mejora de su manejo, como lo han logrado los estudios mencionados ante-
riormente por diversos autores que han demostrado la necesidad de emplear la secuenciacion

de nueva generacion para ampliar el conocimiento de la genética de resistencia de este insecto.
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7.1 Trips del aguacate introduccion general

Los trips son insectos muy pequefios, con un ciclo de vida corto, que evolucionan ra-
pidamente resistencia a insecticidas y presentan una facil dispersion (dada por el viento o
plantas infectadas) (Brunner et al., 2002; Monje ef al., 2012; Mouden et al., 2017). Estos in-
sectos, pertenecen al orden Thysanoptera que se divide en dos subdrdenes: Terebrantia y Tubu-
lifera (Morse y Hoddle, 2006). Tenebrantia es el suborden mas reconocido puesto que mas del
95% de sus especies son plagas de diversos cultivos de plantas, mientras que aproximadamente

el 60% de las especies de Tubulifera son frugivoros (Mound, 2005).

Estos insectos, se caracterizan porque dafan las plantas al insertar su aparato bucal en forma
de aguja en las hojas y las flores para retirar los fluidos de la planta. Ellos, tienden a alimentar-
se de las células mesofilas y epidérmicas de tejidos de las hojas utilizé un tnico estilete en la
boca para perforar las células, y luego insertar un conjunto de estiletes emparejados, los cuales
laceran y dafian el tejido de una planta, principalmente sus hojas (Cloyd, 2010). Las plantas or-
namentales como las flores, y ciertos cultivos de hortalizas, son mas susceptibles a las lesiones
graves de la alimentacion de los trips y los virus que estos transmiten, especialmente cuyo las
plantas son jovenes (Bethke ef al., 2014). La alimentacion de los trips puede retrasar el creci-
miento de las plantas ya que pueden distorsionar sus hojas con su aparato bucal, ademas, en
estas desarrollan un tipo de manchas con apariencia punteada, aunque también puede producir-
se un tipo de agalla. Si la infestacion se presenta en el area terminal de la hoja, podria exhibir
una decoloracion y el enrollamiento de la misma. Por otro lado, cuyo la infestacion se presenta
en las flores, en los pétalos se pueden observar decoloracidon por zonas, asi como también un
tipo de manchas oscuras producto de la fenolizacion del tejido y de la alimentacion de los trips
(Bethke et al., 2014; Cloyd y Sadof, 2011). Varias de sus especies, se han reconocido por ser
vectores de tospovirus, no obstante, las especies de trips que atacan el cultivo de aguacate no

transmiten esta enfermedad (Camberro -Cabrera et al., 2021).

En Colombia, especialmente en el departamento de Antioquia, el cultivo de aguacate (Persea
americana Mill), ha presentado un incremento en su produccion nacional de 19,96 toneladas
y con un rendimiento de 11,60 Ton/ha a nivel nacional (Ministerio de Agricultura, 2018).
Esto se debe a que esta zona de Colombia presenta caracteristicas del suelo y clima 6ptimas
para su produccion (Cafas-Gutiérrez et al., 2019). Dado el aumento progresivo de su produc-
cion y su exportacion, se requiere un mejoramiento en la calidad de su fruto y la reduccion
en el uso de agroquimicos. No obstante, esta fruta es afectada por diversos problemas de
tipo fitosanitario entre los que se encuentran el patégeno Phytophthora cinnamomi (Zapata

y Leal 2018), y los trips como insectos plaga (Thysanoptera, Thripidae) (Cambero-Campos
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et al., 2010). A pesar de la importancia de la identificacion morfologica y molecular de los
trips, en nuestro pais, no hay muchos estudios que describan las especies de trips que afectan
al cultivo de aguacate. Sin embargo, existe un estudio realizado en 2004, que se baso en la
caracterizacion morfoldgica de adultos de trips recolectados de hojas y flores de aguacate
en los departamentos de Caldas y Risaralda (Centro de Colombia). Este trabajo, permitio
la identificacion de las especies fitdéfagas: Selenothrips rubrocinctus Giard y Frankliniella
gardeniae Moulton, e individuos del género Leptothrips sp. y Karnyothrips sp. con hébitos

de depredadores (Echeverri-Florez et al., 2004).

En el cultivo de aguacate, los trips representan unas plagas invasoras de gran importancia eco-
ndmica ya que afectan su fruto al producir cicatrices en su superficie, lo cual hace que el fruto
sea rechazado en su proceso de exportacion (Cambero-Campos et al., 2011). Otra caracteristica
de estos insectos, es su dificil control, su distribucion es cosmopolita, su alta tasa reproductiva,
su caracter polifago e invasivo (en campo e invernadero), ademas presentan un bajo niimero de
enemigos naturales (Brunner et al., 2002; Monje ef al., 2012; Mouden et al., 2017). Por todas
estas razones, muchas de sus especies son consideradas cuarentenarias en diversos paises. Ade-
mas, el uso excesivo de insecticidas ha producido un problema de resistencia en estos insectos,

y problemas residuales generados por los insecticidas (Mouden et al., 2017).

Existen una gran cantidad de especies de trips en una diversidad alta de cultivos, no obstante,
su tamafio pequeio dificulta su correcta identificacion basada en caracteres morfologicos
(Mound, 2013). Usualmente los trips tienen una longitud 1 mm de largo, tienen cuerpos alar-
gados, que a menudo se aplanan de manera leve a fuerte dorsoventralmente. Ademas, sus an-
tenas tienen 4 a 9 segmentos, la mandibula derecha es vestigial y la mandibula izquierda esta
desarrollada. A su vez, presentan dos pares de alas alargadas que estan bordeadas de cilios
largos y su abdomen es de 10 segmentos (Nakahara, 1991). Una alternativa al uso de estos
caracteres morfologicos, radica en el uso de marcadores moleculares, puesto que pueden ser
empleados en conjunto con la morfologia para mejorar la identificacion taxondémica de los
trips y el mejoramiento de sus analisis filogenéticos (Brunner et al., 2004; Buckman et al.,
2013; Iftikhar et al., 2016). Varios marcadores moleculares han sido utilizados para la iden-
tificacion molecular de los trips dentro de los que se encuentran la secuenciacion del gen del
citocormo oxidasa I y la region intergénica /7S (Asokan et al., 2007; Buckman et al., 2013;
Iftikhar et al., 2016; Tyagi et al., 2017). Un trabajo reciente, realizado en México, se basé en
la identificacion molecular de los géneros Neohydatothrips, Scirtothrips, Frankliniella, Aro-
rathrips, Caliothrips y Leptothrips utiliz6é 44 muestras de estos insectos, colectados en culti-

vos de aguacate, para el analisis molecular se realizo la secuenciacion del gen mitocondrial




COI (unidad de citocromo oxidasa I) demostré la utilidad de este marcador para identificar

las especies de estos géneros (Bravo-Pérez et al., 2018).

En nuestro pais, el cultivo de aguacate ha forjado una nueva alternativa de produccion agrico-
la, particularmente en el departamento de Antioquia, donde el aguacate Hass ha incrementado
su produccion enormemente ya que después de la realizacion de estudios de la genética de
poblaciones de este cultivo, se establecio la facilidad de injertacion de esta variedad con los
cultivos criollos de este fruto dada su cercania genética (Canas-Gutiérrez et al., 2019). Puesto
que este cultivo genera buenos ingresos y los trips representan unas de las plagas que mas afectan
la calidad de sus frutos, el proposito de la investigacion realizada por Daniela Cano Calle, en su
tesis de doctorado, fue identificar las especies de trips que atacan a este cultivo con el uso de
marcadores moleculares y morfoldgicos. Para ello, se tomaron 93 muestras, se identificaron
taxondmicamente por caracteres morfoldgicos y se analizaron por amplificacion por PCR y
secuenciacion del gen del citocromo oxidasa I (COI) y la region interna transcrita (/7S) de cada
muestra. Los resultados obtenidos en este trabajo son ttiles ya que ampliaron la informacion
sobre las especies de trips que afectan al aguacate ya que de esta manera se establece el tipo de
manejo que debe emplearse para cada una de ellas, este estudio origino el articulo publicado
por Cano-Calle ef al. (2021) y uno de los capitulos de la tesis de doctorado en Biotecnologia de

Daniela Cano Calle y establece la base del presente capitulo.

7.2 Analisis filogenético de las especies de trips del
aguacate

Como se mencion6 anteriormente, dado que los trips son insectos de un tamafio muy pequefio y
la identificacion de sus especies es complicada (Calle-Cano ef al., 2021). Daniela Cano, separ6
los especimenes colectados de acuerdo al patron de color de su cuerpo, en morfos cafés, negros
y amarillos y posteriormente envid 62 especimenes a ser clasificados por su taxonomia por un
experto en el grupo. Adicionalmente, realizo estudios moleculares en 93 especimenes, utilizo
una secuenciacion del gen Citocromo Oxidasa I (COI) del ADN mitocondrial y secuenciacion

de la region espaciadora interna transcrita (/755).

Calle-Cano et al. (2021) realizaron colectas de adultos en siete fincas ubicadas en el en el no-
reste de Colombia en cultivos comerciales de aguacate durante 2016 y 2017, en los municipios
de Amagd, Carmen de Viboral, La Ceja, Marinilla, EI Retiro, Rio Negro y San Vicente. Estos
insectos fueron colectados golped la vegetacion en una tabla blanca. Los insectos en estado

adultos fueron aspirados y depositados a un tubo Falcon con etanol al 96%. La extraccion de




ADN se baso en el protocolo de (Rugman-Jones et al., 2006), con modificaciones. Respecto a
la amplificacion parcial del gen del citocromo oxidasa I, se emplearon los cebadores LCO1490
(5’-GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3’) y HCO2198 (5’-TAAACTTCAGGGTGAC-
CAAAAAATCA-3 °) que produjo un amplicon de 600 pb (Folmer et al., 1994) y respecto
a la amplificacion de la region /7S de 1000 a 1200 pb se realizé con los cebadores 18SMP /
28SMP: 5’-TGAACCTGCGGAAGGAT-3 ¢, 5>-TCTCACCTBAACTGAGG-3 °) (de Grazia
et al.,, 2016). Las secuencias obtenidas de los 93 especimenes escogidos fueron comparados
con las bases de datos del GenBank y BOLD utiliz6 “BLASTn” (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
blast/) y http://www.barcodinglife.org respectivamente. Posteriormente, se realizaron analisis
de filogeografia para obtener redes haplotipicas y filogenias bayesianas para los dos genes
analizados. Adicionalmente, se realizaron analisis de genética de poblaciones, con un analisis
de la genética molecular (AMOVA) entre las muestras de F. gossypiana y F. gardeniae dada su

similitud morfologica.

En uno de los resultados mas interesantes de su trabajo, Cano-Calle et al. (2021) encontraron
que las especies de trips mas abundantes del cultivo de aguacate fueron F. gardenieae, F. pa-
namensis 'y S. hansoni y que las tres se muestrearon en diferentes partes del arbol del aguacate,
puesto que las dos primeras especies se colectaron facilmente de las hojas y la ultima de los
frutos del cultivo (figura 7.1). Por lo que por competencia interespecifica se ubicaron en dife-

rentes organos del hospedero.

Figura 7.1 Especies de trips encontradas en arboles de aguacate antioquefio y su distribucion por orga-
no de la planta (Tomado de la tesis de Doctorado de Daniela Cano).
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Por otro lado, la filogenia obtenida por Cano -Calle ef al. (2021) con el gen COI (figura
7.2a), mostrd que el clado de Frankliniella agrupd a todas las especies encontradas para
este género. Ademas, este género presenta una gran cercania filogenética con Microcepha-
lothrips, compuesto Unicamente la especie M. abdominalis. El género Thrips, por su lado,
se encuentra estrechamente relacionado con los dos géneros mencionados y estuvo com-
puesto por las especies: T. trehernei, T. palmi'y T. simplex. El género Scirtothrips se agrupd
separadamente de los otros tres géneros en un grupo compuesto por S. hansoni, S. persea
y S. dorsalis. Adicionalmente, la filogenia obtenida con la region /7S (figura 7.2b) también
mostr6 un distanciamiento genético entre el género Scirtothrips y los géneros Frankliniella
y Thrips, la agrupacion cercana entre estos dos géneros y la dificultad del establecimiento
de un ancestro comun sugiere que la relacion filogenética entre estos grupos no esta clara ya

que se necesitan mas secuencias para realizarla.

Segin Cano-Calle ef al. (2021), los marcadores moleculares empleados por ellos fueron ade-
cuados para la identificacion de especies de trips, pero no fueron los mejores marcadores para
identificar las especies de F. gardeniae y F. gossypiana puesto que a nivel morfoldgico se pudo

evidenciar que son dos especies, pero a nivel molecular no se lograron diferenciar genéticamente.

Posterior al andlisis filogenético, Cano- Calle et al. (2021) obtuvieron redes haplotipicas para
cada gen analizado. Estas redes también separaron los haplotipos de las especies de trips eva-
luadas en los tres géneros principales encontrados (figura 7.3 a, b). En la red de haplotipos del
gen COI, se puede observar que los haplotipos mas abundantes estdn compuestos por la especie
F. gardeniae y a su vez, es notorio que existen diferencias genéticas entre F. gardeniae de Co-
lombia y México, puesto que se encuentran distanciados. H11 fue el haplotipo mas abundante
y agrupo a las especies F. gardeniae y F. gossypiana colectadas en Antioquia (Colombia), lo
que sugiere que no hay diferenciacion genética entre ellos. El género Scirtothrips no se agrupo
cercanamente con el genero Frankliniella y se ubicé mas cerca de L. perseae. La red de haplo-
tipos obtenida para el gen /7S mostrd casi las mismas relaciones genéticas entre los géneros
mencionados de los trips estudiados por estos autores. Sin embargo, esta red incluyé menos

secuencias, por lo que es menos informativa.

7.3 Analisis de la genética de poblaciones de dos
especies del género Frankliniella

Finalmente, los resultados de AMOVA obtenidos entre F. gardeniae y F. gossypiana mostra-

ron un valor F_ que no fue significativo (Tabla 7.1), lo cual sugiere que no hay diferenciacion




genética entre estas dos especies a nivel del gen COI, por lo que ambos constituyen una misma

especie segun este analisis.

Los resultados de Cano -Calle ef al. (2021) indican que, aunque los trips son plagas importan-
tes en el cultivo de aguacate, la informacion sobre la diversidad de las especies en este cultivo
es escasa en Colombia, por lo que su trabajo ampli6 la informacién sobre las especies de trips
asociadas a este cultivo, especialmente en el departamento de Antioquia. Estas especies fueron:
Frankliniella gardeniae, F. gossypiana, F. panamensis, Thrips trehernei, T. simplex, T. palmi,
Microcephalothrips abdominalis, Scirtothrips hansoni y Liothrips perseae (Tubulifera). Las
especies M. abdominalis, S. hansoni y F. panamensis nunca se habian reportado en aguacate
antes de este estudio, segiin nuestro conocimiento. Ademas, estos resultados muestran que
Frankliniella gardeniae es la especie de trips mas abundante que se encuentra en el aguacate

en todos los sitios de muestreo.

Tabla 7.1. AMOVA. Resultados de AMOVA obtenidos de comparaciones genéticas entre individuos de
las especies F. gardeniae 'y F. gossypiana recolectadas de aguacate (Tomado de la tesis de Doctorado
de Daniela Cano).

Fuente de Suma de Componentes Porcentaje de
s, gl . . F P
variacion cuadrados de varianza varianza ST
Entre 1 18.70 0.1280 Va 7.6% 0.00756 0.308
Dentro 69 1130.88 16.39 Vb 99.24%
Total 70 1149.60

Cano -Calle et al. (2021) adicionalmente encontraron que la predominancia de tres especies de
trips en diferentes 6rganos del aguacate es muy notoria puesto que F. gardeniae, F. gossypiana
y F. panamensis estan asociados a las flores del aguacate. Mientras que, S. hansoni se encontrd
principalmente en hojas jovenes. Mound y Teulon (1995) describieron que el género Frankli-
niella se encuentra principalmente en flores y hojas, pero Scirtothrips esta presente solo en
hojas jovenes. Otro aspecto importante de sus hallazgos radica en que las especies encontradas
en el diente de leon fueron: Thrips trehernei y T. simplex, esta planta también fue muestreada
puesto que se pensod que compartian las mismas especies de trips con el cultivo de aguacate,

pero resultd que no son su reservorio ecologico.

Las filogenias obtenidas con los genes COI e ITS mostraron que los géneros Franklinie-

lla, Microcephalothrips y Thrips se encuentran mds cercanos genéticamente, mientras que

162




Scirtothrips esta separado de estos tres géneros. La topologia de la filogenia obtenida en este
estudio para el gen COI coincidié con los resultados de Iftikhar ef al. (2016) y Liu et al. (2017)
(figura 5.2, 5.3). Estos autores, demostraron que los géneros Scirtothrips y Thrips estan estre-
chamente relacionados y comparten un ancestro comun a Frankliniella, al igual que en este
estudio el género Scirtothrips y Thrips estaban mds estrechamente relacionados, mientras que
Frankliniella y Microcephalothrips se encuentran mas alejados. Del mismo modo, Rebijith et
al. (2014) también encontraron la misma topologia. Los valores estimados de probabilidad y
nuestros valores de bootstrap sugieren que se necesitan mas secuencias para mejorar la robus-
tez del arbol. Sin embargo, la concordancia con estudios anteriores demuestra la fuerza de la
filogenia. Ademas, estos resultados sugieren que se requieren mas especies para mejorar filo-
genia. Una filogenia mas reciente obtenida por Bravo-Pérez et al. (2018) de México se basé en
la secuenciacion del gen COI. Esta investigacion mostrd que seis especies del género Frankli-
niella fueron identificadas en este cultivo, incluyendo: F. borinquen, F. brunnea, F. rostrata
y F. insularis, ademés, encontraron que los especimenes de F. occidentalis también podrian

constituir un grupo de especies cripticas.

Adicionalmente, se encontrd agrupamiento dentro del mismo grupo entre las especies Frankli-
niella gardeniae y F. gossypiana con el marcador molecular COI, lo que sugiere la posible
existencia de especies cripticas en el aguacate, ya que difieren en la morfologia, pero no difie-
ren en su genética. Ademas, es la primera vez que la informacion sobre la variacion genética
de estas especies se registra a nivel genético. Cano-Calle et al., (2021) argumentan que, F.
gardeniae de Colombia esta genéticamente distante de la misma especie de México, ya que,
el haplotipo de México se encuentra muy alejado de los haplotipos de Colombia. Ademas es
importante mencionar que, la red de haplotipos del gen COI agrupo secuencias de F. garde-
niae y F. gossypiana, 1o que sugiere que son la misma unidad genética. Adicionalmente, los
resultados de las redes de haplotipos COI e ITS también sugieren que los tres géneros estudia-
dos aqui: Frankliniella, Thrips y Scirtothrips son genéticamente diferentes (figura 7.4). Sin
embargo, se necesitan incluir mas secuencias para el gen /7S. En general los autores indican
que sus resultados sugieren que: a) se requieren mas secuencias de F. gossypiana para mejorar
su relacion filogenética con F. gardeniae, b) las diferencias morfologicas entre F. gossypiana 'y
F. gardeniae no estan muy bien definidas, c) se deberian incluir més loci para diferenciar estas
dos especies (Meyer y Paulay, 2005) y d) se deberia estudiar el aislamiento reproductivo entre

estas dos especies en condiciones de laboratorio para establecer si son especies verdaderas.

Finalmente, sus resultados AMOVA tampoco mostraron diferenciacion genética entre F. garde-

niae'y F. gossypiana con un F = 0.0076, p> 0.05. Todos estos resultados sugieren que, a nivel




del gen COI, estas dos especies representan la misma unidad genética, a pesar de que difieren
ligeramente a nivel morfoldgico esto corrobora los resultados obtenidos en nuestra filogenia.
Brunner ef al. (2004) realizaron un analisis similar entre las 10 especies que estudiaron, encon-
traron un F alto = 0.9713 entre Thrips angusticeps 'y T. tabaci'y valores bajos de F de 0.16
entre Echinothrips americanus 'y T. palmi. Brunner et al. (2004) encontraron una diferencia-
cion de poblacion significativa entre las 10 especies involucradas, lo que sugiere que este gen
identifico con éxito especies de trips de diferentes origenes geograficos (Inglaterra, América
del Norte, Israel, entre otros).Estudios genéticos de poblacion realizados con Thrips tabaci,
una especie de trips considerada una plaga relevante en la cebolla de Australia, Westmore et
al. (2013) mostraron que la especie divergi6 en diferentes biotipos de acuerdo con las diferen-
cias genéticas del gen COI (secuencias) encontradas en sitios de muestreo de trips. Estos dos
biotipos se encontraron principalmente asociados a la cebolla (no transmite virus) y al tabaco
(transmite virus) y solo difieren en 6 posiciones de nucledtidos. Por el contrario, F. gardeniae
y F. gossypiana difieren en 41 nucledtidos, lo que significa que F. gossypiana podria repre-
sentar un biotipo o una subespecie de F. gardeniae. Sin embargo, segiin Hebert et al. (2003) si
dos poblaciones difieren del 2% de las distancias de K2, representan diferentes especies, y los
resultados obtenidos aqui para F. gardeniae y F. gossypiana mostraron K2 = 6% (resultados
no mostrados en trabajo), lo que significa que estas dos especies de trips nominalmente deben

diferenciarse con este gen de codigo de barras.

Cano -Calle et al., (2021) también mencionan que la taxonomia clésica basada en caracteres
morfologicos no siempre se puede emplear en todas las especies de trips en todas sus etapas de
la vida, ya que la variacion fenotipica puede ser insuficiente y puesto que representan especies
cripticas (Brunner et al., 2004; Rebijith et al., 2014). La presencia de formas morfologicas in-
usuales en diferentes huéspedes, pequefio tamafio, coexistencia en el mismo huésped, ciclos de
vida complejos, reproduccion partenogenética, entre otros rasgos, disminuye la identificacion
precisa en este grupo (Iftikhar et al., 2016; Rebijith et al., 2014). Como alternativa, el concepto
propuesto de codigos de barras de ADN resulta una herramienta poderosa para identificar todas
las especies de metazoos que emplean un fragmento de 658 pb del extremo 5 ‘del locus mito-
condrial de COI (Hajibabaei et al., 2007). Este cddigo de barras de ADN se ha empleado para
discriminar especies cripticas, biotipos, haplotipos, plagas asociadas al huésped. Por lo tanto, la
secuenciacion de este gen juega un papel importante para los programas integrados de manejo

de plagas (Hajibabaei ef al., 2007; Iftikhar ef al., 2016; Liu et al., 2017; Rebijith et al., 2014).
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Figura 7.2 Filogenia bayesiana obtenida con a) COIl y b) secuencias /7S de trips de aguacate. Las
secuencias utilizadas como referencias estan con sus codigos de acceso del GenBank y Bold, res-
pectivamente. Las especies de trips encontradas en este trabajo fueron: F. gardeniae, F. gossypiana,
F panamensis, T. palmi, T. simplex, T. trehernei, Microcephalotrips abdominalis y S. hansoni. Out-
group = L. perseae para el arbol COIl y Leptothrips mali para el arbol de /7S (Tomado de la tesis de
Doctorado de Daniela Cano).
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Figura 7.3 Red de haplotipos para especimenes de Frankliniella gardeniae 'y F. gossypiana (Thysanop-
tera: Thripidae) para los diecinueve haplotipos encontrados usando a) secuencias CO! e ITS. En gris:

F. gardeniae, en negro = F. gossypiana. Cada linea en la red representa un cambio mutacional unico.
(Tomado de la tesis de Doctorado de Daniela Cano).
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7.4 Conclusiones generales de los trips del Aguacate

Los trips del aguacate son insectos pequeios, que son dificiles de capturar, de criar en condi-
ciones de laboratorio y muy dificiles de clasificar taxondmicamente puesto que representan
especies cripticas y por ello no solamente la morfologia es 1til para su identificacion, sino tam-
bién el uso de marcadores moleculares como la secuenciacion del gen mitocondrial CO!l y la
region ITS (Cano-Calle et al., 2021). En el estudio de Cano-Calle ef al. (2021) se demostrd que
el cultivo de aguacate colombiano se encuentra afectado por siete especies de trips de la familia
Tenebrantia y de los géneros Thrips sp, Microcephalothrips sp. y Scirtothrips sp, siendo este
ultimo mas alejado filogenéticamente. Otro aspecto importante que mostrd este trabajo radica
en que la taxonomia clasica que usa caracteres morfoldgicos no siempre se puede emplear en
especies de trips en todas las etapas de la vida, ya que la variacion fenotipica puede ser insu-
ficiente (Brunner et al., 2004; Rebijith et al.,, 2014). Como alternativa, el concepto propuesto
de codigos de barras de ADN resulta una herramienta poderosa para identificar las especies de
trips del aguacate, ya que este codigo de barras de ADN se ha empleado para discriminar espe-
cies cripticas, biotipos, haplotipos, plagas asociadas al huésped. El uso de la secuenciacion del
gen mitocondrial COI produjo mejores resultados que la secuenciacion de la region /7S, esto
se debe a que el primero, permite esclarecer mejor la diferenciacion genética entre las especies
de trips analizadas en este estudio. No obstante, ninguno de estos genes logro esclarecer las re-
laciones filogenéticas entre las especies F. gardeniae'y F. gossypiana ya que muy posiblemente
su evolucion es reciente.

Hasta el momento, no se han realizado estudios de genética molecular antes de este trabajo en
Colombia. El codigo de barras de ADN se empled en este estudio, ya que representa un método
eficaz para la identificacion a nivel de especie. Las secuencias del gen mitocondrial citocromo
oxidasa I (COI, coxI) de una muestra desconocida se pueden comparar con el cédigo de barras
de referencia en bases de datos como GenBank y BOLD derivada de individuos con estatus
taxonomico conocido (Hajibabaei et al., 2007). Esto implica que con el uso de secuencias de
genes como el caso del gen COI, se puede llegar a una identificacion rapida y precisa de pla-
gas invasoras, como los trips, lo cual es importante y desafiante, ya que estos insectos pueden
causar dafios directos a los cultivos y la transmision de virus, por lo que en muchos cultivo su
efecto es doble pues implica dafio mecénico y transmision de enfermedades (Rebijith ez al.,
2014). Bravo-Pérez et al. (2018) usaron los mismos loci para identificar varias especies de trips
en aguacate de México al usar solo 44 especimenes recolectados de frutas y hojas. Estos auto-
res mencionaron que la identificacion de especies fue muy clara en Frankliniella borinquen, F.

brunnea, F. rostrata y F. insularis.

Inicialmente, en el estudio realizado por Cano-Calle ef al. (2021) se realizd una caracteriza-
cién morfoldgica y se logro identificar 9 especies de trips en 62/93 especimenes recolectados
en aguacate y diente de ledn, dentro de los cultivos de aguacate se encontraron 7 especies
de trips y 2 en diente de leon. Estas especies fueron: Frankliniella gardeniae, F. gossypiana,




F. panamensis, Thrips trehernei, T. simplex, T. palmi, Microcephalothrips abdominalis, Scirto-
thrips hansoni 'y Liothrips perseae (Tubulifera). Las especies M. abdominalis, S. hansoni y F.
panamensis se reportaron en este estudio con el uso de marcadores moleculares y morfologi-
cos. Ademas, estos resultados muestran que Frankliniella gardeniae es la especie de trips mas
abundante que se encuentra en el aguacate en todos los sitios de muestreo.

Al determinar la presencia de las especies de trips en los cultivos de aguacate que fueron
muestreados en el departamento de Antioquia, se analizo la abundancia de cada especie por
organo de la planta y se observo que F. gardeniae, F. gossypiana y F. panamensis estaban
predominantemente asociadas a o6rganos florales, lo que sugiere que este género se alimenta
principalmente de flores, mientras que S. hansoni se encontrd principalmente en hojas jovenes
del cultivo de aguacate. Mound y Teulon (1995) describieron que el género Frankliniella se
encuentra principalmente en flores y hojas, pero Scirtothrips esta presente solo en hojas jove-
nes. En otros estudios, se informa que algunas especies de trips prefieren diferentes 6rganos de
plantas, por ejemplo, Marullo (2009), descubrid que Heliothrips haemorrhoidalis en citricos
Rutaceae y Quercus fagaceae prefieren las hojas en su mayoria hojas viejas. En un estudio pre-
vio en Colombia, una caracterizacion morfologica realizada por Echeverri Florez et al. (2004)
permiti6 la identificacion de las especies: Selenothrips rubrocinctus Giard, Frankliniella gar-
deniae Moulton y Leptothrips sp. y Karnyothrip sp con habitos de depredadores en aguacate
en los departamentos de Caldas y Risaralda. Estos investigadores también encontraron una
predominancia de F. gardeniae con respecto a las demas especies mayormente en estructuras
florales. En el estudio de Cano-Calle ef al. (2021) no se encontrd ninguna especie de trips po-
tencialmente depredadora.

Es importante anotar que el trabajo de Cano-Calle et al. (2021) muestra por primera vez el re-
porte de la especie Scirtothrips hansoni en el cultivo de aguacate, lo cual es importante para el
manejo del cultivo puesto que presenta un alto nimero de especies de trips que en posteriores
investigaciones se comprob6 que presentan diferentes especies de bacterias en su microbiota
asociada, por ejemplo en el caso de S. hansoni, el endosimbionte Wolbachia sp. se encontrd en
un 90% de la microbiota de esta especie de trips.

Es importante tener en cuenta que hoy en dia, el uso de la secuenciacion de alto rendimiento,
ha permitido realizar estudios de la filogenia de los trips con el uso de la informacién obtenida
de sus genomas mitocondriales, ya que €stos presentan una gran cantidad de genes, entre los
que se encuentran NAD4, NADS5, COI, COIl, CYTB, RNAr, RNAt entre otros (Ramirez-Rios
et al., 2016). Todos ellos permiten esclarecer mejor las relaciones filogenéticas de los trips,
ya que muchas de sus especies difieren en el numero y orden de los genes mitocondriales
(Tyagi et al., 2020). Dados los hallazgos encontrados con los andlisis de mitogenomas, es
importante realizar investigaciones futuras en las especies de trips del aguacate colombiano
con el uso de esta tecnologia ya que una correcta identificacion de un insecto permite una

mejora en su manejo.
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Alo largo de este libro se mostraron los diferentes trabajos realizados en Colombia sobre la mi-
cro y macro evolucion de plagas de importancia econémica. El libro ha demostrado que una es-
pecie modelo como S. frugiperda ha sido muy til para realizar diversas investigaciones puesto
que la especie ha sido ampliamente estudiado en todo el mundo. Las primeras investigaciones
sobre los biotipos de esta polilla se originan desde el afio 1986 cuyo Pashley Prowell analiza
el comportamiento de alimentacion de poblaciones de este insecto colectadas en cultivos de
maiz y arroz de Louissiana, notd que muestran preferencia por estos dos hospederos y a su vez
una diferenciacion genética entre sus poblaciones con el uso de aloenzimas. Posterior a ello, en
2004 se realizaron analisis con marcadores AFLP y genes mitocondriales como NAD4, COI,
entre otros que marcaron las diferencias poblacionales de este insecto en los Estados Unidos.
Estos trabajos fueron la base de investigacion realizada en Colombia, desde la publicacion de
Vélez-Arango et al. (2008) en la que usaron marcadores diagndsticos del gen COIl'y gen FR
para identificar los biotipos en Tolima y posterior en Colombia en un trabajo producido por Ca-
no-Calle et al. (2015). Hoy en dia los métodos de secuenciacion, particularmente del gen 7P/
y la secuenciacion de todo el mitogenoma y genoma del insecto proveen mejor informacion al
investigador para la identificacion molecular de los biotipos de S. frugiperda (Nagoshi et al.,
2020; Yainna et al., 2022).

Los trabajos con marcadores moleculares en S. frugiperda realizados en el grupo de investiga-
cion de Biotecnologia Vegetal UNALMED-CIB mostraron que el biotipo de maiz esta asocia-
do a cultivos de maiz, algoddn, sorgo y cana de azlicar y el biotipo de arroz a cultivos arroz y
pastos principalmente. No obstante, la asociacion no es exclusiva ya que hay especimenes del
biotipo de maiz en arroz y del biotipo de arroz en maiz, y por ello se identificaron poblacio-
nes hibridas entre ellos (Vélez-Arango et al., 2008; Cano-Calle ef al., 2015). Estos resultados
fueron las primeras publicaciones realizadas en el insecto, en nuestro pais que se basaron en el
uso de la teoria de especiacion y biologia evolutiva para explicar que este insecto pudo haber
evolucionado sus barreras de aislamiento reproductivo en simpatria ya que no se encontrd que

existieran barreras geograficas que influyeran en su diferenciacion (Saldamando, 2016).

Puesto que se encontr6 un bajo nimero de hibridos entre los biotipos, una siguiente pregunta
de investigacion en S. frugiperda era establecer si sus biotipos presentan aislamiento repro-
ductivo y los trabajos realizados por Velasquez-Vélez et al. (2011), Saldamando et al., (2014)
y Cafias-Hoyos et al. (2017) demostraron que si existe aislamiento postcigotico dado que los
hibridos de las generaciones F1 y F2 mostraron una reduccion en el fitness en cuanto su longe-
vidad, viabilidad y éxito reproductivo con sus poblaciones parentales. Ademas, la propension
de apareamiento es 3 veces mayor en machos del biotipo de maiz respecto al biotipo de arroz
puesto que las hembras del biotipo de maiz mostraron preferencias de apareamiento con ma-
chos de su mismo biotipo. Finalmente, este apareamiento se debe a las diferencias en la com-

posicion de componentes volatiles que emiten las hembras de estos biotipos ya que presentan
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compuestos en comun, pero también compuestos exclusivos para cada biotipo. El hallazgo de
individuos con baja fertilidad en las poblaciones hibridas entre los biotipos de S. frugiperda
puede ser util para la mejora del manejo del insecto, si las hembras hibridas son liberadas en
el campo, ya que, si se aparean con machos de S. frugiperda encontrados en la naturaleza, el
fitness de sus generaciones seria bajo por lo que su adaptabilidad seria baja y su posibilidad de

sobrevivir cada vez menor.

Por otro lado, los estudios de Canas Hoyos ef al. (2017) mostraron evidencia que demuestra
que los compuestos volatiles pueden ser empleados para la elaboracion de trampas de feromo-
nas que atraigan a los biotipos de maiz y arroz de S. frugiperda diferencialmente de poblacio-
nes naturales, al emplear los compuestos propios para cada biotipo y ubicar dichas trampas en
diferentes cultivos, por ejemplo la trampa de feromona para los machos del biotipo de maiz
en cultivos de maiz, algodon, sorgo y cafia de azlcar y la trampa para los machos del biotipo
de arroz, en cultivos de arroz y pastos. El uso de trampas puede ser usado para la mejora del
MIP de la especie puesto que el método de monitoreo usado hoy en dia en la especie no tiene
en cuenta la existencia de los biotipos, y a su vez para reducir poblaciones de machos que se
encuentren en la naturaleza dependiendo del biotipo al que pertenecen. Es mas, dichas trampas
podrian ser ubicadas en otros cultivos o en bosques cercanos a cultivos de maiz y arroz para
atrapar machos de la especie y posteriormente identificar los biotipos con el uso de herramien-
tas moleculares, hasta el momento no se conoce los otros hospederos de los biotipos del insecto

y esta informacion urge para el manejo de sus poblaciones.

Respecto a la morfometria geométrica, se demostro que es una herramienta util para la diferen-
ciacion de poblaciones de adultos de los biotipos de S. frugiperda, por lo que también podria
ser empleada en el MIP de la especie ya que solo requiere fotografias de las alas y el uso de
estereomicroscopios para analizar la forma y el tamafio del ala del insecto con el uso de analisis

multivariados (Cafias-Hoyos et al., 2014; Cafnias-Hoyos et al., 2016).

Adicionalmente, los estudios comparativos de la respuesta de tolerancia de los biotipos de maiz
y arroz frente a insecticidas y endotoxinas del B. thuringiensis demostraron que cada biotipo
responde de manera diferente a ambos segun los resultados de Rios-Diez y Saldamando (2011)
Rios-Diez et al. (2012). Esto sugiere que el insecto puede evolucionar rapidamente respuesta
de resistencia al Bt en cultivos de maiz y algodén transgénico por lo que las poblaciones del
biotipo de maiz son mas propensas al respecto y a su vez las poblaciones del biotipo de arroz

a los insecticidas.

Actualmente hay una investigacion relacionada con la microbiota intestinal asociada a los bio-
tipos de S. frugiperda en la que se evalta la microbiota intestinal presente bajo la presion
selectiva del B. thuringiensis y de insecticidas y la evaluacion de los aislados bacterianos ante

insecticidas como alternativas de manejo del insecto. El empleo de endosimbiontes como es
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el caso de Wolbachia sp, Arsenophonus sp, entre otros, junto con la manipulacién de la mi-
crobiota intestinal podrian ser nuevas alternativas promisorias para el manejo de este insecto
en la naturaleza (Paddock et al., 2021; Li et al., 2022). Esto dado que se ha demostrado que la
microbiota puede estar relacionada con la mortalidad de larvas de lepidoptera en presencia de

endotoxinas del B. thuringiensis (Li et al., 2021).

Por otro lado, para la realizacion de estudios en genética de poblaciones y de la filogeografia de
una especie, el uso de los marcadores moleculares empleados por Vélez -Arango et al. (2008) y
Cano -Calle et al. (2015) fueron Utiles para la identificacion de los biotipos pero es importante
tener en cuenta que el analisis de una secuencia de ADN genera aun mas informacion genética
de una plaga puesto que més estimadores de la diversidad son generados, como se observo en el
trabajo de Salinas-Hernandez y Saldamando (2011) con S. frugiperda y el trabajo de Villanue-
va -Mejia et al. (2015 a) con T. solanivora, entre ellos la diversidad nucleotidica, polimorfismo
nucleotidico, sitios segregantes, nimero de haplotipos y lo mas importante permite el uso de la
teoria de coalescencia para llevar a cabo analisis de cambios demograficos de las poblaciones,
al estimar el tamano efectivo de una poblacion (Ne) y el test de neutralidad de Tajima (Nei y
Kummar, 2000).

Un aspecto importante que se debe tener en cuenta es el uso de las nuevas tecnologias de se-
cuenciacion del ADN y ARN como lo es la secuenciacion de nueva generacion, la cual permite
obtener la informacion total de un genoma puesto que se obtiene la informacion de todos los
genes que se encuentran dispersos en un genoma y a partir de la misma evaluar todos los ge-
nes relacionados con la genética de las poblaciones de una especie, los genes que confieren
resistencia a insecticidas o controles biologicos, entre otros (Black ef al., 2001). Con el uso de
la secuenciacion de un genoma, nace la gendmica de poblaciones, con ella, al igual que con
la secuenciacion SANGER, un gen esta representado por un sitio polimoérfico que puede estar
constituido por maximo 4 alelos que se representan con los 4 nucledtidos (A, T, C, G) (Black
et al., 2001; Nei y Kummar 2000). El uso de la gendémica de poblaciones por lo tanto permite
el uso de menos especimenes colectados en la naturaleza para realizar un estudio poblacional
dado que provee informacion més amplia de la genética por individuo, ya que se tiene todo
su genoma (Black et al., 2001). Adicionalmente, puesto que, con los andlisis de los genomas,
una de las secuencias mas faciles de detectar es el genoma mitocondrial (ya que por medio del
ensamblaje, la primera molécula que se detecta es la mitocondria). El empleo de la secuencia-
cioén de nueva generacion o de alto rendimiento a generado mucho progreso en el conocimiento
genético de una especie, debido a que no solamente se estudia el ADN, sino también el ARN
por lo que de la gendmica se originé la transcriptomica. Ademas, la gendmica ha permitido la
obtencion de muchos mitogenomas de varias especies, permitiendo la realizacion de filogenias
con una mayor resolucion y analisis evolutivo ya que con los andlisis de los mitogenomas,

se comparan los genes que constituyen la mitocondria, su orden, su direccion y la presencia/
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ausencia de éstos entre diferentes especies, ademas se han encontrado genes mitocondriales

relacionados con la resistencia de insectos a insecticidas quimicos (Ommut et al., 2023).

Las especies presentadas en este libro presentan distintos modos de asociacion a su planta hos-
pedera ya que son mondfagas, como es el caso de la polilla Guatemalteca, Tecia solanivora. Sin
embargo, se demostro en las investigaciones de Villanueva ef al., (2015 a y b) que la polilla,
también se encuentra asociada a os cultivos de papa criolla (S. phureja). En su tesis doctoral
Diego Villanueva comprobd que las poblaciones de esta polilla se encuentran genéticamente
diferenciadas entre los departamentos de Antioquia, Boyacd, Narifio y Norte de Santander y
que por los movimientos de papa contaminada del centro del pais a los demas departamentos
produjo un flujo genético del insecto, entre ellos (Villanueva ef al., 2015 b). Respecto al ha-
llazgo de T. solanivora en cultivos de papa criolla o S. phureja, su clasificacion como insecto
monofago deberia cambiar a oligéfago. Adicionalmente del trabajo de Villanueva, se encontrd
que la especie migro de Guatemala a Sur América y de alli a Islas Canarias y que, en Colombia,
la diversidad genética de la especie es mayor de lo que se referencid anteriormente, pues sus
poblaciones no han sufrido un cuello de botella (Villanueva et al., 2015 a, b). Estudios de la
biologia evolutiva de este insecto son escasos y por ello, el trabajo de genética de poblaciones
y de filogeografia de T solanivora que se realiz6 en la Universidad Nacional de Colombia, son

los primeros de ellos, en nuestro pais.

Por otro lado, la mayoria de las investigaciones realizadas en 7. solanivora relacionadas con
su control quimico o bioldgico, implican el uso de poblaciones provenientes de Cundinamarca
principalmente, por lo que con los trabajos de Villanueva se demuestra la necesidad de emplear
poblaciones del insecto de Norte de Santander (donde el insecto fue reportado por primera vez)
y Narifio (donde la diversidad de especies de papa es la mas amplia del pais) (Villanueva et al.,
2015 b). Hoy en dia, Agrosavia ha liberado un producto de Bacuolovirus para el manejo de 7.
solanivora, en el que afirman que genera un control del 80% de sus poblaciones en cultivos de
papa (Villamizar et al., 2005; Espinel et al., 2010) y otros métodos de control se han querido
emplear, entre ellos, el uso de plantas transgénicas de papa con la endotoxina CrylAc del B.
thuringiensis, el uso de entomopatogenos de Beuveria bassiana 'y Metarhizium sp y el empleo
de los parasitoides de huevos Trichogramma achaeae (Nagaraja y Nagarkatti) y 7. cacoeciae
(Marchal) (Granados-Ferrer y Giraldo -Vanegas 2020), demostr6 que en Colombia todavia per-
sisten estudios de manejo del insecto con controles bioldgicos para evitar el uso de insecticidas,
ya que en nuestro pais se emplean insecticidas quimicos organofosforados y carbamatos que

generan problemas de salud publica (Granados-Ferrer y Giraldo -Vanegas 2020).

Se recomienda en el caso de 7. solanivora determinar si la respuesta de susceptibilidad al B.
thuringiensis, a entomopatdgenos, parasitoides y bacuolovirus es menor en poblaciones del

insecto con alta variabilidad genética, como lo son Narifio y Norte de Santander, puesto que la
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respuesta de tolerancia puede deberse a una adaptacion local. Adicionalmente, es importante
establecer si el insecto también se encuentra asociado a otros hospederos de la familia Sola-
nacea productora de tubérculo en una locacién como el departamento de Narifio, donde se ha
establecido que existen al menos 13 especies de papa silvestre y tradicional, por lo que en este

departamento, el insecto se podria propagar con mayor facilidad (Villanueva et al., b).

Finalmente, un tltimo estudio sobre la identificacion de los trips del aguacate por medio de la
taxonomia tradicional y la sistematica molecular, permitieron diferenciar siete especies aso-
ciadas a este cultivo, por lo que todas podrian ser categorizadas como especies mondfagas. En
un principio se penséd que estas especies, podrian ser poblaciones polimorficas de una misma
especie, pero gracias al uso de la secuenciacion de los genes CO! y la region ITS, se identifi-
caron siete especies cripticas que se diferenciaban principalmente por la coloracion del cuerpo
(Cano-Calle et al., 2021). Estos dos marcadores moleculares fueron utilizados para obtener
filogenias bayesianas y se logro reconstruir la filogenia para los géneros Frankliniella, Thrips
y Scirtothrips. No obstante, no se logré diferenciar las especies F. gardeniae y F. gossypiana.
Adicionalmente, en la tesis de Daniela Cano, se realizaron investigaciones sobre la microbiota
asociada a las especies mas abundantes de estos insectos en este cultivo y se encontr6 que en la
especie S. hansoni el 90% de su microbiota estaba compuesta por el endosimbionte Wolbachia.
La otra microbiota encontrada, fue evaluada para pruebas de patogenicidad contra hongos fito-
patogenos como Fusarium, Ralstonia, Phytophthora (este Gltimo es un oomicete) entre otros.
Los resultados de este trabajo generan recomendaciones para avanzar con los estudios del
endosimbionte Wolbachia en la especie mencionada, en caso de que pueda ser empleado como

una alternativa para su control.
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Este libro consta de ocho capitulos basados en las
investigaciones realizadas por la autora principal y
por sus estudiantes de la Universidad Nacional de
Colombia, Sede Medellin. La mayoria de los capitu-
los se enfocan en trabajos de investigacion realiza-
dos en la polilla Spodoptera frugiperda. No obstante,
otras plagas también hacen parte de esta publica-
ciéon. Los capitulos se basan en estudios sobre la
genética de poblaciones y filogeografia de las polillas
Spodoptera frugiperda, conocida como el gusano cogo-
llero del maiz y Tecia solanivora, reconocida como la
polilla Guatemalteca de la papa y filogenia de los
trips del aguacate de Antioquia. Adicionalmente,
existen capitulos sobre la morfometria geométrica
y su importancia en la diferenciacion de poblaciones
cripticas, el aislamiento reproductivo entre los bioti-
pos de maiz y arroz de S. frugiperda y sobre su res-
puesta ante controles quimicos y biologicos. El
proposito del libro es mostrar de manera resumida
los resultados de investigacion de diversos estudian-
tes de la Universidad, que lograron ser publicados
en revistas nacionales e internacionales y actualizar
cada tema investigado para que el lector pueda com-
prender la importancia de la aplicacion de la biologia
evolutiva en insectos de importancia econémica de
nuestro pais.
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