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Pinto, I. 2003. Evaluacion de la repelencia de sustancias puras y de la atraccion de
combinaciones binarias de compuestos feromonales sobre Hypsipyla grandella
(zeller), en Costa Rica.

Palabras claves: Hypsipyla grandella, tinel de vuelo, repelentes, atrayentes, feromonas.

RESUMEN

El establecimiento de plantaciones de cedro y caoba en el continente americano ha
fracasado de manera reiterada, histéricamente, debido al ataque de Hypsipyla grandella,
cuya distribucion comprende casi todo el continente. Su larva perfora el brote principal, el
cual se deforma o ramifica, reduciéndose asi el valor comercial del arbol afectado. Puesto
gue el nivel de tolerancia o umbral de dafio es muy bajo, ya que una sola larva es
suficiente para dafiar un arbol, es necesario recurrir a un enfoque de tipo preventivo. Este
podria basarse en sustancias que impidan la localizacion del arbol hospedante o el
consumo de sus brotes, como repelentes o atrayentes.

Por tanto, se evaluaron en el campo y el laboratorio (tinel de vuelo) nueve sustancias
puras de origen vegetal, que pueden repeler a otras especies de insectos, las cuales
comprendieron alcoholes (alcohol bencilico, 1-hexanol y lavandula), aldehidos
(benzaldehido, cinamaldehido y perialdehido) y otros grupos quimicos (verbenona,
eugenol y salicilato de metilo). Esto se hizo en una plantacion de cedro en los predios del
CATIE, en Turrialba, Costa Rica. Dichas sustancias (suplidas por la empresa ChemTica
International) estaban formuladas en dispensadores de liberacion controlada.

Estos se colocaron en brotes tiernos de arboles seleccionados al azar y se evalud la
presencia o ausencia de dafio en el brote tratado. Asimismo, en el laboratorio se probaron
solamente aquellas sustancias cuyos brotes no habian sido muy atacados en campo,
como fueron: alcohol bencilico, lavandula, cinamaldehido y salicilato de metilo. Para ello,
en un tanel de vuelo se coloc6é una plantula de cedro con el dispensador y se liberaron
hembras gravidas, y se contd el nimero de huevos colocados y la cantidad de adultos
posados en la planta.

En cuanto a atrayentes, se evaluaron seis combinaciones binarias de los siguientes
cuatro compuestos feromonales presentes en H. grandella: (Z,E)-9,12-tetradecadien-1-ol
acetato, (Z,E)-9,12-tetradecadien-1-ol, (2)-9-tetradecen-1-ol acetato y (Z)-9-tetradecen-1-
ol. Esto se hizo en una parcela de caoba, donde los dispensadores que contenian estas
combinaciones (también suplidas por ChemTica International) fueron colocados en dos
tipos de trampas (Unitrap y Wingtrap) y se registré el nimero de machos capturados en
las trampas.

En ninguno de los experimentos con repelentes (campo ni laboratorio) hubo dferencias
significativas entre los tratamientos, pero se desconoce si por razones biol6gicas o
logisticas de los experimentos. Aungque segun los primeros, algunas sustancias parecian
ejercer alguna accién repelente, esto fue descartado cuando se evaluaron en el tinel de
vuelo, lo que indica que ninguna puede repeler a las hembras de H. grandella y, por lo
tanto, los brotes resultan atacados. Por otra parte, en los experimentos con feromonas,
las combinaciones binarias no resultaron ser eficaces, ya que no se capturaron machos,
por lo que tampoco se pudo comparar si el tipo de trampa influye en la eficiencia de las
capturas.
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Pinto, I. 2003. Evaluation of the repellence of pure substances and the attraction of
binary combinations of pheromone compounds on Hypsipyla grandella (Zeller), in
Costa Rica.

Key Words: Hypsipyla grandella, wind tunnel, repellents, attractants, pheromones.

ABSTRACT

The establishment of mahogany and cedar plantations in Latin America has failed
repeatedly. Historically, this is due to damage caused by the shootborer Hypsipyla
grandella, which is distributed throughout Latin America. The larvae bore into the terminal
shoots, which results in excessive production of lateral branches, reducing the commercial
timber value of the affected tree. A preventative approach is required because there is a
low damage threshold, and a single larva can damage a tree. This approach could be
based on substances such as repellents or attractants that inhibit the location of host trees
or the consumption of the shoots.

Therefore, in this study nine pure substances of vegetable origin that can repel other
insect species were evaluated in the field and laboratory (wind tunnel). These included
alcohols (benzyl alcohol, 1-hexanol and lavandula), aldehydes (benzaldehyde,
cinnamaldehyde and perialdehyde) and other chemical groups (verbenone, eugenol and
methyl salicylate). This work was conducted in a cedar plantation in CATIE, Turrialba,
Costa Rica. The substances (supplied by ChemTica International) were prepared in
controlled-release dispensers.

The dispensers were located on randomly selected young shoots, and the presence or
absence of damage in the treated shoots was evaluated. In the laboratory, were evaluated
those substances whose shoots had minor damage by H. grandella in the field, such as:
benzyl alcohol, lavandula, cinnamaldehyde and methyl salicylate. To evaluate these
substances, a cedar plant with dispensers and gravid females were placed in a wind
tunnel and the number of eggs and adults in each plant were recorded.

The attractants were evaluated in six binary combinations of four pheromone compounds
present in H. grandella: (Z,E)-9,12-tetradecadien-1-ol acetate, (Z,E)-9,12-tetradecadien-1-
ol, (2)-9-tetradecen-1-ol acetate, and (Z)-9-tetradecen-1-ol. This work was conducted in a
mahogany plantation where the dispensers that contain these combinations (supplied by
ChemTica International) were located in two traps (Unitrap and WingTrap). The number of
males captured in the traps were recorded.

There were no significant differences between treatments in any of the experiments (in the
field or laboratory), but it is unknown whether these results were due to biological or
logistical reasons. At first, some substances seemed to have some repellent action, but
this was discarded when they were evaluated in the wind tunnel. This indicated that none
of these substances can repel H. grandella females, thus the shoots were attacked.
Furthermore, in the pheromone experiments, the binary combinations were not efficient
because males were not captured. This made it impossible to compare if the trap designs
influenced the efficiency of the captures.
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1. INTRODUCCION

La fuerte deforestacion de los bosques neotropicales ha provocado la sobreexplotacion de
maderas preciosas, como las derivadas de arboles de la familia Meliaceae, que
incluyenespecies de alto valor comercial como las caobas (Swietenia spp.) y los cedros
(Cedrela spp.). Desde la época colonial los bosques de caoba han mermado en 84 y
62%, para Costa Rica y Mesoamérica, respectivamente, segun un estudio reciente del
Centro Cientifico Tropical (Barquero 2000). Esto ha causado la carencia de tan (util
recurso para la industria maderera, asi como la pérdida de valioso germoplasma (Patifio
1997), el cual podria permitir el desarrollo de programas para el mejoramiento genético de
maderas preciosas.

Una opcion para reducir la presion sobre los bosques naturales y, a la vez, suplir
suficiente cantidad de estas maderas es el establecimiento de plantaciones comerciales.
Sin embargo, en el continente americano dichos esfuerzos han fracasado de manera
reiterada, histéricamente, debido al ataque de Hypsipyla grandella (Lepidoptera:
Pyralidae), cuya distribucion comprende casi todo el continente. Su larva perfora
especialmente el brote principal, el cual se deforma o ramifica, reduciéndose o
anulandose asi el valor comercial del arbol afectado (Newton et al. 1993).

Se han investigado numerosas opciones para el manejo integrado (MIP) de esta plaga.
La mayor iniciativa al respecto fue la del Grupo de Trabajo Interamericano sobre
Hypsipyla grandella, con sede en el CATIE, en Turrialba, Costa Rica, en los afios 70
(Grijpma 1973, Whitmore 1976). En afios recientes se han retomado los esfuerzos, pero
sus resultados aun son poco factibles en términos operativos y econémicos (Newton et al.
1993, Hilje y Cornelius 2001). Por tanto, es necesario buscar otros enfoques para su

manejo.

Puesto que el nivel de tolerancia o umbral de dafio es muy bajo, ya que una sola larva es
suficiente para dafiar un arbol, es necesario recurrir a un enfoque de tipo preventivo. Este
podria basarse en sustancias que impidan la localizacion del arbol hospedante o el
consumo de sus brotes. Estas sustancias existen en el mundo vegetal, como lo
demuestra la presencia de sustancias en extractos alcohdlicos del hombre grande (Quassia

amara, Simaroubaceae) y la ruda (Ruta chalepensis, Rutaceae), las cuales son



fagodisuasivas de la larva de H. grandella (Mancebo et al. 2000, 2001). Sin embargo, es
preferible utilizar fuertes repelentes que impidan a la hembra depositar sus huevos en los

brotes de los arboles, evitando asi el menor contacto del insecto con la plaga.

Aunqgue no se han identificado sustancias que repelan a H. grandella, se conoce que las
hay de origen vegetal con actividad repelente sobre otros insectos, incluyendo a
coledpteros (varias especies de Scolytidae), homopteros (varias especies de afidos) y
dipteros (Musca domestica) (Mwangi et al. 1992, Hardie et al. 1994, Wimalaratne et al.
1996, Jakus y Dudova 1999, Zhang et al. 1999, Huber et al. 2001).

Otra forma de manipulacion de esta plaga es a través de atrayentes, principalmente con la
feromona sexual de la hembra (Holsten y Gara 1974). De hecho, ya existen algunos
avances al respecto (Borek et al. 1991, Effraim 1997, Hilje et al. 2002), pero aun no se ha
podido determinar cual o cuales son los compuestos activos. No obstante, una vez que
se conozca los componentes que ejercen una fuerte atraccién sobre los machos, éstos
podrian ser utilizados como una herramienta para monitoreo o también como método de
combate directo.

En Costa Rica se cuenta con los recursos técnicos y econdmicos para la produccion de
estos repelentes y atrayentes, como sucede con la empresa ChemTica International. Por
tanto, es recomendable evaluarlas experimentalmente contra H. grandella y, de resultar
eficaces, se podrian formular como productos de liberacion controlada, para incrementar su

vida (til en el campo.

Una vez evaluados y validados en el campo, se aplicarian solamente durante los primeros
seis afos, que es el periodo critico para una plantacion de caoba o cedro (Cibrian et al.
1995). Este seria un método innovador, que permitiria desarrollar una estrategia de manejo
preventivo y ambientalmente benigno (Hille 2001), posiblemente rentable para los
productores forestales del continente americano.



2. OBJETIVOS

Objetivos generales

Evaluar la posible repelencia de sustancias puras sobre hembras de Hypsipyla
grandella, como etapa previa para utilizarlos en programas de manejo integrado de
dicha plaga.

Evaluar la posible atraccion de compuestos binarios feromonales sintetizados como
posibles candidatos de la feromona sexual de la hembra, sobre machos de H. grandella,
como etapa previa para utilizarlos en programas de manejo integrado de plagas.

Objetivos especificos

?? Determinar si la aplicacion de sustancias puras en una parcela de cedro evita que
sus brotes sean atacados por H. grandella.

?? Determinar si las hembras de H. grandella frente a sustancias puras se alejan de
la planta tratada y/o reprimen de manera adversa su oviposicion, en un tanel de
vuelo.

?? Determinar silos machos son atraidos por las combinaciones binarias feromonales
y son capturados en trampas, en el campo.

?? Determinar si el disefio de la trampa influye en la captura de machos atraidos por

los compuestos feromonales.



3. HIPOTESIS

?? Algunas de las sustancias puras evaluadas evitan que las hembras de H. grandella

ovipositen en arboles de cedro, impidiendo que sus brotes sean dafiados por dicha

plaga.

?? Algunas de las sustancias puras evaluadas provocan reacciones de alejamiento
y/o represion de la oviposicion en las hembras de H. grandella, en experimentos
de tanel de vuelo.

?? Algunas de las combinaciones binarias feromonales producen cierto grado de

atraccion en machos de H. grandella, en el campo.

?? El tipo de trampa con feromonas no afecta la respuesta de los machos de H.

grandella atraidos, en el campo.

4. REVISION DE LITERATURA

4.1 Importancia econémica de Cedrela odorata

El cedro amargo (Cedrela odorata) es una Meliaceae que posee una amplia distribucion
en América Latina, y es considerada de gran importancia econdmica por su alta demanda
en el mercado mundial (Cintron 1990). Su madera es utilizada para la confeccion de
muebles finos, construccién de barcos, confeccion de cajas de habanos, etc. Esta incluida
en el Apéndice lll de la lista de especies prioritarias (CITES 2001), donde solo se autoriza
el comercio internacional de especimenes de esta especie previa presentacion de los
permisos o certificados apropiados. Paises como Pert y Colombia ya eglamentan el



comercio de dicha especie, que ademas esta incluida en las listas de especies
amenazadas en Panama y Republica Dominicana, y también es protegida por la FAO.

El cedro amargo ha jugado un papel importante en el comercio de la madera. Entre 1986
y 1987 tres especies, una de las cuales era C. odorata, representaron el 58% de la
madera de aserradero producida en Belice (Harcourt y Sayer 1996). Es una de las
maderas mas explotadas en el norte de Costa Rica (Harcourt y Sayer 1996), donde es
muy valiosa en el mercado, pero su comercio es interno (Arce 1998). Su alta calidad
maderable ha permitido su exportacién a los grandes centros de comercio. Por ejemplo,
en 1994, Brasil exporté 97,000 m3 de Cedrela spp., vendiéndola a un precio promedio de
US$ 260/m3. En este mismo afio, Honduras llegd a exportar troncos y madera aserrada de
C. odorata , al igual que Perl y Colombia, que exportaron madera aserrada (ITTO 1995).
En 1995, EE.UU. import6 un total de 23,000 m3 de Cedrela spp. a un precio de $ 474/m3,
Ademas, Ecuador export6 6000 m3 de madera aserrada de C. odorata a un precio
promedio de $ 584/m3; y también Peru y Trinidad y Tobago exportaron madera aserrada
(ITTO 1997). Los valores de exportacion de ciertas maderas duras de la familia Meliaceae
(Swietenia macrophylla y C. odorata) pueden superar los U$ 300/m3 (FRA 2000).

4.2 Importancia econémica de H. grandella (Lepidoptera: Pyralidae)

El nombre de esta especie corresponde con la sinonimia de Nephoteryx grandella Zeller,
Hypsipyla cnabella Dyar e Hypsipyla grandella (Zeller) (Becker 1976). Este insecto es
quizés la principal plaga forestal en América Latina y el Caribe, debido a tres factores:
bajo umbral de tolerancia, especificidad sobre especies de alto valor economico, y amplia

distribucion geografica (Hilje y Cornelius 2001).

En realidad, el umbral de tolerancia de dafio es de apenas una larva por arbol. Aunque la
fecundidad de la hembra es de 200-300 huevos, una hembra normalmente deposita sus
huevos en grupos de 1-3 por arbol (Grijpma 1974), por lo que bastan pocas hembras para
infestar toda una plantacion.

Esto ha desestimulado la siembra de caoba y cedro en todo el continente. Por ejemplo,
los intentos de reforestacion fueron abandonados en Puerto Rico, debido a que en 1935-
1943 unos 835.000 arboles de caoba y un millon de cedro fueron destruidos por H.
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grandella; en Guatemala fueron diezmadas 250 ha de dichas especies, en plantaciones
de dos afios de edad; en Peru, fueron atacadas plantaciones de cuatro meses de edad,
en 10% para caoba y 60% para cedro; en Cuba, el 90% de 1.800.000 plantulas de cedro
vendidas a productores, murié debido a su ataque (Newton et al. 1993).

En cuanto a sus habitos alimentarios, la larva de H. grandella se desarrolla Gnicamente
dentro de representantes de la familia Meliaceae, especificamente la subfamilia
Swietenioideae. Ataca las siguientes 17 especies: Carapa guianensis, C. procera, Cedrela
angustifolia, C. fissilis, C. lilloi, C. mexicana, C. odorata, C. salvadorensis, C. tonduzii, C.
tubiflora, Guarea caoba, G. trichilioides, Khaya nyasica, K. senegalensis, Swietenia
macrophylla y S. mahagoni (Becker 1976). Algunas de ellas, como las caobas (Swietenia
spp.) y los cedros (Cedrela spp.) son de tan alto valor, que actualmente se estima que de
un solo arbol de caoba en los EE.UU. se pueden fabricar muebles por un monto de US$
130.000 (Jordan 2001).

Aunqgue la larva puede consumir el follaje, las semillas, e incluso la corteza del tronco, su
principal dafio consiste en barrenar los brotes nuevos y especialmente el brote principal.
Algunas especies de caobas y cedros podrian alcanzar hasta 40 m de altura y 2 m de
didmetro, en condiciones favorables (Pennington y Styles, en Newton et al. 1993), pero
esto casi nunca se logra, debido a que dicho brote después del ataque se deforma o
ramifica, por lo que se reduce o anula el valor comercial del arbol. (Grijpma y Ramalho
1973).

Finalmente, en cuanto a su distribucion geografica, H. grandella es exclusivo del
continente americano, donde se distribuye ampliamente, desde Florida (EE.UU.) hasta
Argentina, incluyendo las islas del Caribe. Se ha registrado en los siguientes paises:
Argentina, Barbados, Belice, Brasil, Colombia, Costa Rica, Cuba, Estados Unidos,
Granada, Guatemala, Guyana, Haiti, Honduras, Jamaica, Martinica, México, Panama,
Paraguay, Peru, Puerto Rico, Surinam, Trinidad y Tobago y Venezuela (Becker 1976).



4.3 Aspectos bioecoldgicos de H. grandella

El ciclo de vida de H. grandella normalmente se completa en cinco semanas, aunque
puede variar entre 4-7 semanas dependiendo de las condiciones climéticas y de la
disponibilidad de alimento. Por ejemplo, en Turrialba, bajo condiciones controladas, a
temperaturas constantes, Taveras (1999) determiné que su tiempo total de desarrollo

varié entre 30 y 141 dias, a 30°C y 15°C, respectivamente.

Sus huevos son ovalados, miden cerca de 975 ? de longitud y 650 ? de ancho, son

blancos recién depositados (Ramirez-Sanchez 1964). Ellos tardan 24 h para tornarse
rojos si son fértiles, posteriormente demoran tres dias para eclosionar. La eclosién de los
huevos también ocurre durante la noche, y es més frecuente en las primeras horas.
Posteriormente, el comportamiento de las larvas es muy variable, ya que algunas primero
barrenan la nervadura principal y otras se alimentan de las hojas, antes de barrenar los
brotes. Al emerger, se desplazan alimentdndose en diferentes sitios de la planta, hasta
encontrar el lugar indicado para penetrar, que generalmente suele ser la yema terminal, la
yema lateral o la cicatriz reciente de una hoja caida. En apenas un minuto, una larva

recién emergida puede recorrer una buena porcion del &rbol (Ramirez-Sanchez 1964).

La larva pasa por seis instares, normalmente (Ramirez-Sanchez 1964). Tras la eclosion
del huevo, en el primer instar larval penetra casi de inmediato al interior del brote
(Dourojeanni 1963). Su color cambia gradualmente de castafio rojizo en el primer instar,
hacia el castafio, cerca del penultimo instar, y en el ultimo instar puede ser azul claro o
rosado claro (Becker 1973). La pupa es de tipo obtecta y tiene una tonalidad castafio en la
parte ventral, y castafio oscuro en el dorso (Ramirez-Sanchez 1964, Becker 1973).

La emergencia del adulto dura apenas un minuto y normalmente se presenta temprano en
la noche, antes de las 21 h (Ramirez-Sanchez 1964). La hembra es mas grande que el
macho, con una envergadura alar de 28-34 mm, mientras que en el macho es de 22-26
mm. En cuanto a la proporcion de sexos (hembras: machos), comiunmente es de 1:1
(Ramirez-Sanchez 1964, Taveras 1999). La coOpula ocurre durante la noche,
especialmente entre la 1-5 h (Roovers 1971), y en 2-3 dias la hembra ha sido fertilizada y
esta lista para ovipositar (Dourojeanni 1963). La hembra generalmente inicia la
oviposicién en las ultimas horas de la noche (Dourojeanni 1963, Ramirez-Sanchez 1964),
depositando los huevos en forma individual. Estos eclosionan en 3-4 dias, en promedio
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(Roovers 1971). Durante su vida ella deposita unos 200 huevos, en promedio, en grupos
de 1-3 por arbol (Grijpma 1974). La longevidad de los adultos es de 7,5 dias, en promedio
(Holsten 1977).

En el campo, el conocimiento de los patrones de abundancia de H. grandella podria
permitir la prediccion de sus picos poblacionales, y optimizar asi el manejo de esta plaga,
mediante repelentes o atrayentes. No obstante, existen pocos estudios confiables y de
largo plazo, para determinar dichos patrones. Asimismo, los resultados disponibles no
siempre son coincidentes. En realidad, la abundancia de H. grandella puede variar
durante el afio, en respuesta a varios factores, como la precipitacion y la radiacion solar.

En Per(, Dourojeanni (1963) y Yamazaki et al. (1990) observaron que la mayor
oviposicion ocurre en los meses lluviosos (diciembre-febrero), cuando es mas corto el
ciclo de vida del insecto y hay gran abundancia de brotes tiernos. Esta informacion en
general coincide con la de otros autores, en Venezuela (Tillmanns 1964) y en Florida
(Howard 1991), pero no con la obtenida por Taveras (1999) en Turrialba, Costa Rica. Esta
es una zona sin estacionalidad climatica marcada, donde se determin6 que la
precipitacion no fue un factor determinante de la abundancia de H. grandella, como si lo
fueron la disponibilidad de brotes y la temperatura. Asimismo, dicha autora documento
gue los picos poblacionales de esta plaga se pueden predecir, y que estan espaciados por
1881 grados-dia. Desde el punto de vista practico, esto podria permitir la concentracion de
las medidas para su manejo, incluyendo el empleo de repelentes o el trampeo con

feromonas, justo antes que los picos se presenten.

4.4 Aspectos etoldgicos de H. grandella

El conocimiento del comportamiento de seleccion del hospedante por parte de H.
grandella podria abrir nuevas opciones para su manejo, mediante la manipulacion

etoldgica de las larvas o los adultos.

El comportamiento, al igual que la oviposicion y vuelo de adultos ha sido estudiado por
varios investigadores (Ramirez-Sanchez 1964, Grijpma y Gara 1970). Ramirez-Sanchez
(1964) observé que el vuelo en busca de su hospedante ocurre en horas de la noche,
debido a que este insecto es de actividad nocturna. Holsten y Gara (1974), confirman lo
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dicho por los autores anteriores en cuanto a que H. grandella selecciona su hospedante
durante la noche, principalmente desde la medianoche hasta las 05:00 h, cuando la

temperatura alcanza 15-24°C (Gara et al. 1973).

Durante este periodo nocturno, mediante sus sensillas olfativas el insecto detecta los
compuestos volatiles que emanan de ks hojas frescas del arbol hospedante, y también
compuestos volatiles que emanan de tuneles viejos, resultantes de ataques previos, en
areas ya infestadas (Grijpma y Gara 1970, Holsten y Gara 1974). También determinaron
gue las hembras virgenes adn sin copular son capaces de encontrar su arbol hospedante,
donde luego atraeran el macho para que ocurra la cépula. Resultados de otros
experimentos indican que las hembras son las primeras en encontrar estos arboles con
nuevo crecimiento, y luego el macho llega muy posiblemente orientado por la produccion

del atrayente sexual de la hembra (Gara et al. 1973).

Una vez seleccionado el hospedante, la hembra copulada coloca dos o tres huevos sobre
varios arboles; incluso en muchos casos la oviposicion puede repetirse varias noches.
Los huevos pueden ser colocados por la hembra en diferentes lugares de la planta, en o
cerca del brote terminal del tallo, las hojas (peciolo, venas, axilas o cicatrices), los foliolos,
e incluso los frutos en la estacion seca (Ramirez-Sanchez 1964, Becker 1973). Asimismo,
los huevos pueden ser depositados muy cerca del suelo, sobre plantas herbaceas
alrededor del tronco y hasta en los éapices de hojas de las hierbas que estan en contacto
con el tronco del arbol. Se cree que alguno de los adultos prefieren depositar sus huevos
sobre el tallo durante los primeros dias de la oviposicion y después lo hacen sobre los

foliolos (Ramirez-Sanchez 1964).

Aparentemente la palomilla pasa las horas de luz en el dosel de grandes arboles o en
malezas (Grijpmay Gara 1970), y durante la estacion lluviosa, concentra su infestacion en
plantas que exhiben nuevo crecimiento. Durante la estacién seca, el cedro amargo pierde
sus hojas, y en este periodo las hembras ovipositan sobre los tallos defoliados.

Es muy dificil observar el ataque de una larva durante los dos primeros dias, debido a que
es muy pequefia; sin embargo, a las 72 h de emergida la larva completa el primer instar.
Poco a poco se alimenta hasta consumir todos los tejidos internos del tallo, al punto de
gue pueden dejar intacta Unicamente la corteza, por lo que se forma una especie de tubo.
En los tallos ya lefiosos pueden incluso alcanzar el cambium, dejando casi solamente la



epidermis (Ramirez-Sanchez 1964). A veces llegan hasta a circundar completamente el
tallo y lo matan de esta manera.

Un dato curioso es que H. grandella puede ovipositar tanto en especies nativas (C.
odorata) como en especies exéticas (Toona ciliata), aunque en esta Ultima las larvas no
completan su desarrollo (Grijpma y Roberts 1976). Esto indica, que H. grandella
encuentra a T. ciliata como un lugar adecuado para ovipositar, pero una vez que Ssus
larvas tratan de alimentarse de esta planta, la abandonan o mueren por inanicion
(Grijpma y Gara 1970). Ademas, los mismos autores comprobaron que las hembras
reducian su actividad de oviposicion debido a compuestos volatiles, posiblemente téxicos,
provenientes de T. ciliata.

Una vez que, la larva cesa su actividad y esta lista para transformarse en pupa, teje su
capullo cerca del orificio de entrada u otro orificio secundario que haya abierto al
alimentarse; los adultos emergen normalmente antes de las 21 h (Ramirez-Sanchez
1964), cuando la cantidad de luz es de 0-15 unidades lux aproximadamente después de
las 18 h (Sliwa y Becker 1976). Las hembras son copuladas e inician la oviposicion en la

misma noche en que emergen (Ramirez-Sanchez 1964).

El comportamiento de post-emergencia se inicia con un periodo de desplazamiento,
expansion y secamiento de las alas, aproximadamente de unos 10 min después de la
emergencia (antes de las 19 h). Cinco horas después del periodo de oscuridad, la hembra
sexualmente activa inicia el llamado de cortejo (Sliwa y Becker 1976); este llamado se
expresa con un doblamiento dorsal del abdomen hacia arriba y entre las alas, a lo cual el
macho responde volando hacia la hembra y permaneciendo a 10-15 cm de ella. Tras el
cortejo de los machos, la cépula se presenta 6,5-10 h después de iniciado el periodo de
oscuridad total, la cual ocurre en posicién posterior-posterior, permaneciendo asi por unas
2 h. Posteriormente la hembra inicia su vuelo en busca de su hospedante donde
ovipositara.

El comportamiento general de esta plaga en el campo sugiere que la incidencia de dafio
es progresiva, ya que una vez es atacada la plantacion aumenta la infestacion hasta
destruirla completamente (Grijpma y Gara 1970); posteriormente ocurre la dispersion de
adultos en busca de otra parcela, confirmando una vez mas, que la hembra selecciona
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sus hospedantes mediante sefiales quimicas emitidas por la corteza, o por el aserrin y la
resina producidos en los atagues previos.

Otro dato interesante es que los arboles con alturas mayores a 6 m no son seriamente
atacados. Se puede asumir que el vuelo de seleccibn de hospedantes ocurre a bajas
alturas, es decir, las correspondientes a las de las plantulas o de los arboles jovenes

(Grijpma y Gara 1970), pero esto debe ser estudiado a mayor profundidad.

4.5 Antecedentes sobre el manejo de la plaga

Desde hace varios afios esta plaga se ha tratado de combatir con sustancias quimicas,
pero esta practica resulta poco eficaz, debido al comportamiento que presenta, ya que la
eclosion es mas frecuente en las primeras horas de la noche, y las aplicaciones se hacen
durante el dia. Ademés cuando el huevo eclosiona, la larva penetra rapidamente en los
tejidos de la planta (Grijpma y Ramalho 1969, Wilkins et al. 1976) y el tiempo de
exposicion al insecticida es relativamente corto. Por lo tanto en términos economicos, no
es rentable, dado que la persistencia de los insecticidas en condiciones tropicales es baja,
y la frecuencia de ataques es muy alta debido al corto ciclo de vida del insecto.

Grijpma y Ramalho (1969), sugieren que el uso de insecticidas sistémicos tiene la
desventaja al igual que todos los insecticidas, de ser inestables en el ambiente tropical,
asi como perjudiciales para el ambiente. Sin embargo, se ha determinado que al
combinarlo con un polimero sintético o natural, se tiene un efecto de liberacion controlada
(escape gradual) y a la vez un abastecimiento continuo de las sustancias activas hacia el
sistema vegetal. De esta forma, la concentracién toxica del insecticida permanece por un
periodo prolongado. Esto fue corroborado por Allan et al. (1970), quienes evaluaron 28
insecticidas sistémicos en cedro amargo, y documentaron que el carbofuran, metomil,
fosfamiddn, monocrotofos e isolan aportaron una proteccion completa de los arboles; los
dos primeros dieron proteccion completa aun 23 dias después de aplicados. También
Hochmut y Garcia (1979), recomendaron el uso de Dipterex 80% PH, el cual es
ampliamente comercializable contra H. grandella. Berrios et al. (1987), demostré6 que
Actellic 50% CE ejerce un control eficaz reduciendo el dafio a un 50%, resultado similar al

obtenido con Dipterex.
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En el control bioldgico se han utilizado hongos, como Metarrizhium anisoplae y Beauveria
bassiana. Una vez que las larvas se alimentan con hojas impregnadas con estos hongos,
mueren entre los 4-11 dias, registrandose las mayores tasas de mortalidad en el Ultimo
dia (Duarte et al.1988). Sanchez et al. (1998) evaluaron el efecto de B. bassiana y la
bacteria Bacillus thuringiensis sobre H. grandella con tres frecuencias de aplicacién (cada
mes, tres meses y seis meses), y el nimero de dafios causados por la plaga se redujo en
un 75%; se detectaron diferencias en el crecimiento de los arboles tratados, pero factores
ambientales y otros como la variacion genética tuvieron mayor influencia. B. thuringiensis
ataca principalmente larvas de lepidopteros, y al momento de esporular produce una
proteina cristalifera que, al ingerirla el insecto, provoca una serie de reacciones
enziméticas en el intestino alcalino, paralizandolo y destruyéndolo (Hidalgo-Salvatierra
1976, Sanchez et al. 1998).

El uso de sustancias de origen vegetal, como repelentes o disuasivos de H. grandella, es
otra de las posibles soluciones al problema, pero se desconocen las sustancias que
pudieran repeler a esta plaga, aunque se han encontrado algunas con propiedades
disuasivas en larvas. Mancebo et al. (2000) evaluaron el efecto de extractos vegetales
sobre la alimentacion de larvas de H. grandella, para lo cual expusieron larvas de instar ll|
a 29 tipos de extractos, a una sola concentracion (10%), cada uno impregnado en discos
foliares de cedro, y obtuvieron efectos bien definidos en tan solo seis extractos. De ellos,
extractos de follaje y de madera de Quassia amara (Simaroubaceae), asi como del follaje de
Ruta graveolens (Rutaceae), causaron efecto fagodisuasivo en larvas de Il instar, mientras
gue Azatin (derivados del nim) y Sechium pittieri (Cucurbitaceae) causaron efectos

insecticidas y Nim 80 (derivados del Nim) actu6 como regulador del crecimiento.

La idea de trabajar con sustancias disuasivas o repelentes, es formularlas en dispositivos
de liberaciébn controlada, para que sean percibidas por los receptores sensoriales
(sensillas estiloconicas) que posee H. grandella en las maxilas, asociadas con la
fagodisuasion (Schoonhoven 1980). Sin embargo, a pesar que existe un fuerte interés
por la industria agroquimica de producir este tipo de sustancias, comercialmente no son
factibles debido a su complejidad, lo que aumenta sus costos de produccion
(Schoonhoven 1982, Pillmoor et al. 1993).

El restringido ambito de hospedantes de H. grandella, que incluye solamente especies de
la familia Meliaceae, sugiere que esta familia podria producir sustancias quimicas
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especificas que atraen las hembras en oviposicion. Lo cual sugiere investigar sobre la
composicién de otras plantas, de las cuales hay referencias de tipo etnobotanico o

anecdotico, que podria causar efecto repelente o disuasivo en los adultos del insecto.

4.6 Potencial de manejo mediante sustancias semioquimicas

Las sustancias semioquimicas o infoquimicas son portadoras de un mensaje que tiene
valor adaptativo para el insecto, y éstas son muy diversas (Matthews y Matthews 1978).
Se les clasifica como feromonas, si el mensaje permite la comunicacion de manera
intraespecifica, o como sustancias aleloquimicas, si lo hacen en forma interespecifica
(Matthews y Matthews 1978, Jutsum y Gordon 1989, Warthen 1990, Norin 2001).

Los insectos herbivoros diariamente estan sometidos a olores y esencias naturales
atrayentes, las cuales utilizan como sefiales de orientacion para encontrar su fuente de
alimento, sitios de apareamiento, sitio de oviposicién y como sistema de alarma (Dethier
1947). Muchos de estos olores emanan de la parte foliar, floral o del fruto, y pueden ser
una mezcla de 10 a 100 compuestos, pero solo una minoria de los componentes, en ese
complejo de olores, es detectada por las antenas del insecto (Zhang et al. 1999).
Comunmente estos compuestos volatiles incluyen una serie de cortas cadenas de
alcoholes, aldehidos, ésteres, compuestos aromaticos, y varios monoterpenos y

sesquiterpenos (Schoonhoven et al. 1998).

Dethier (1947) menciona que puede ocurrir que una de estas sustancias sea atrayentes
para oviposicion en alguna especie y un indicador de la fuente de alimento para otra, e
inclusive puede ocurrir que dentro de la misma especie estos compuestos volatiles sean
atrayentes especificos para uno de ambos sexos, es decir, atrayente oviposicional eficaz
solo en hembras. Un ejemplo de esto ocurre con Manduca sexta, especialista oligéfago en
plantas de la familia Solanaceae. Las hembras adultas primeramente utilizan las sefiales
olfativas para detectar donde se encuentra su planta hospedante y colocar en ella sus
huevos, mientras los adultos de ambos sexos utilizan las sefiales olfativas para localizar

fuentes de néctar o sitios donde alimentarse (Yamamoto et al. 1969).

Groot et al. (1999) realizaron un experimento con EAG (electroantenogramas),
exponiendo antenas de machos y hembras Lygocoris pabulinus a compuestos volatiles de
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plantas. Para ambos sexos se obtuvieron las mayores respuestas con (E)-2-hexenyl
butanato y (E)-2-hexen-1-ol, pero la antena de la hembra fue mas sensible al hexan-1-ol,
heptan-1-ol, 1-octen-3-ol, 2-heptanona, (R)-carvone, linalool, geraniol, nerol y salicilato de
metilo. Por otra parte, el macho también respondi6 mayormente a los ésteres, lo cual
indica que existen diferencias en la respuesta entre sexos; los machos son mas sensibles
a compuestos tipo feromona y las hembras a compuestos que utilizan para orientarse

hacia sus sitios de oviposicion.

Entre los sexos también puede darse una diferencia en la respuesta a una determinada
concentracion de olor, como ocurrié cuando las hembras de Drosophila spp. mostraron un
maximo de respuesta a alcohol etilico y acido acético en concentraciones de 10, 15 y

0,4%, mientras los machos los hicieron a 5y 0,2 % (Dethier 1947).

Los aceites esenciales que se encuentran en las plantas son generalmente liquidos a
temperaturas ordinarias y volatilizables sin descomposicién; ademas, son levemente
solubles en agua. También conocidos como aceites volatiles, pueden estar en diferentes
partes de la planta, en algunos casos en la planta entera, como en confferas, y en otras
plantas estan restringidos a ciertas partes. Por ejemplo, Sassafras variifolium (Lauraceae)
contiene en sus raices un aceite compuesto primariamente de safrol, alcanfor y eugenol,
mientras que los principales constituyente del aceite presente en sus hojas es el terpeno
olefinic, myrcene, linalool y geraniol. En Cinnamomum zeylanicum (Lauraceae) se
encuentran tres aceites distintos, cada uno caracterizado por una sustancia quimica
diferente, en la raiz por alcanfor, en las hojas por eugenol y en la corteza por el
cinamaldehido. En Securidaca longepedunculata (Polygalaceae), el salicilato de metilo es

el principal compuesto de sus raices (Jayasekara et al. 2002).

Muchos factores, incluyendo el clima y variaciones del suelo, pueden afectar la
composicién de un aceite. Para Lavandula vera, en Francia, su olor primario es de
linalool (C10H10) en adicion al geraniol, mientras el aceite de plantas cultivadas en

Inglaterra consiste grandemente de cineol, el cual tiene un olor diferente (Dethier 1947).

La ecologia quimica es un area del conocimiento que estudia estas interacciones
ecoldgicas entre organismos, mediadas por compuestos quimicos, permitiendo un mejor
entendimiento de como los insectos detectan y aceptan sus plantas (Macias 2001). La
finalidad es poder manipular el comportamiento de los insectos mediante estas sustancias
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volatiles. Segun Foster y Harris (1997), la manipulacion se puede definir como el uso de
un estimulo que promueve o inhibe un comportamiento, y cambios en su expresion. Este
tipo de estimulo puede ser tactil, el cual es percibido durante el contacto y es
determinante en la aceptacién del hospedante como en el comportamiento oviposicional
de la hembra (Harris y Rose 1990 citado en Foster y Harris, 1997).

Warthen (1990) define cinco tipos de sustancias, segun su efecto en el comportamiento
de los insectos: a) repelentes, los cuales alejan a los insectos de la planta; b) supresores,
gue inhiben la iniciacion de la alimentacion o la oviposicion del insecto en el hospedante;
c¢) disuasivos, que interrumpen la continuacion de la alimentacién o la oviposicién del
insecto; d) antibidticos, que interfieren metabdlicamente en el crecimiento y desarrollo
normales; y e) anorexigénicos, que producen pérdida del apetito. No siempre es sencillo
separar los efectos particulares de las sustancias clasificadas en estas cinco categorias, y
menos aun de las primeras tres, por lo que se requieren bioensayos, complementados

con otras metodologias etol6gicas muy refinadas, para precisar su efecto especifico.

Las sustancias disuasivas son compuestos no volatiles que son percibidos por el insecto
solo cuando éste se alimenta de la planta, pero no lo matan inmediatamente sino que
reprimen su alimentacion de manera gradual hasta que este muere por inanicion (Warthen
1990). Cabe sefialar que estos compuestos cuando son aplicados de manera aislada
necesitan aplicarse en dosis mas elevadas que en la que se encuentran en la naturaleza
(Warthen 1990). Tal es el caso del Azatin (extracto del nim), el cual contiene 3% de
azadiractina, 27% de otros compuestos de la planta y 70% de ingredientes inertes. Y
estudios han demostrado que la azadiractina, es la principal sustancia con mayor
actividad contra insectos (Soon y Bottrell 1994). Estas reacciones demuestran que la
seleccidon del hospedante por parte del insecto estd determinada tanto por sustancias
volatiles como no volatiles. Asimismo, la oviposicion es un paso critico en el ciclo de vida
de los insectos herbivoros, pues el éxito de la prole depende de la calidad nutritiva de la
planta seleccionada por la madre (Renwick 1990).

En la relacién insecto-planta, la atraccion primaria es el proceso de seleccion del
hospedante, el cual ha sido correlacionado con variaciones de la composicién de los
monoterpenos en los compuestos volatiles emitidos por los arboles. Omura et al. (1999)
encontraron que al aislar los compuestos volatiles activos que emanan de las flores de
Brassica rapa y colocarlos en una planta artificial, lograron atraer a Pieris rapae, mariposa

de la flor, que tal vez ayuda a la polinizacion de la misma. Para ello, primero determinaron
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gue la flor tiene seis compuestos activos, entre los cuales se encuentran el benzaldehido
y el alcohol bencilico. Estas sustancias fueron impregnadas en flores artificiales y
colocadas dentro de un tunel de vuelo, mientras que la planta control era una flor artificial,
sin olor. Se obtuvo que las mariposas se posaron en las plantas que tenian estas
sustancias, demostrando que los compuestos volatiles son utilizados para reconocer a su

hospedante.

Mozuraitis et al. (2002) encontraron que Heliothis virescens (Noctuidae) es muy sensible
y selectiva al germacrene D. Este compuesto se encuentra en varias de sus plantas
hospedantes, como el algodén, tabaco, girasol y tomate (Tingle et al. 1990, Mathews
1991). El gran numero de neuronas que respondieron con gran sensibilidad al
Germacrene D sugiere que este compuesto es de particular importancia en la seleccion
del hospedante para nutricion y/o oviposicion. Ademas, el gran ndmero de neuronas
receptoras de (-)-Germacrene D en las antenas de estas hembras, indica que esta
sustancia puede ser detectada a grandes distancias. Inclusive la presencia de un nimero
relativo de estas mismas neuronas en las antenas de los machos sugiere que la sustancia
actla como atrayente para ambos sexos.

Este sesquiterpeno esta presente en algunas de las especies de plantas hospedantes,
pero en la planta de tabaco se encuentra en muy bajas concentraciones (Rostelien et al.
2000), por lo que utilizaron plantas de tabaco para realizar sus experimentos en un tdnel
de vuelo. En cada extremo del tinel colocaron una planta de tabaco, una sin tratar y otra
gue tenia un dispensador de liberacién controlada con germacrene D, y en el centro del
tinel se liberaron dos hembras gravidas. La oviposicion fue mayor en la planta tratada,
aungque no se determind si esta sustancia es un estimulante de la oviposicion o si el
incremento en el nimero de huevos en la planta tratada fue el resultado de la fuerte
atraccion de las hembras hacia la planta de tabaco (Mozuraitis et al. 2002).

Por su parte, Mateus et al. (2000) evaluaron lbs monoterpenos de 12 especies de pino
hospedantes de la mariposa Thaumetopoea pityocampa (Lepidoptera), la cual es una
plaga de Pinus y Cedrus, determinandose que existe una correlacion entre las cantidades

de monoterpenos liberados por las diferentes especies y el nivel de ataque de ésta.

En el caso de H. grandella ocurre lo mismo, ya que el cedro posee los limonoides tipicos
de la subfamilia Swietenoidae Estos son compuestos volatiles que se encuentran en la
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planta y son percibidos por H. grandella para detectar su arbol hospedante (Maia et al.
2000), asegurando que existe una fuerte evidencia que sefiala que los principios volatiles

del hospedante juegan un papel crucial en la atraccién de la hembra.

Esto mismo fue reportado por Carter y Feeny (2000) para Papillio troilus (Papillionidae),
gue coloca sus huevos sobre las plantas de Sassafras albidum y otras tres especies de la
familia Lauraceae. Sin embargo, estos autores observaron que la hembra prefiere
ovipositar en S. albidum, del cual lograron identificar un compuesto volatil, el 3-caffeoyl-
muco-quinic acid (3-CmQA), que es un estimulante de la oviposicion. Sorprendentemente,
los extractos de las otras plantas no contenian este compuesto, y aun cuando se adicion6
este compuesto al extracto de una de ellas, no se increment6 la oviposicion, sino que mas
bien se incrementd la discriminacién entre hospedante y no hospedante. Youngman y
Baker (1989) determinaron en un tunel de vuelo y en el campo, que el &acido graso
presente en el aceite de la almendra funciona como un atrayente para hembras gravidas
de Amyelois transitella (Pyralidae), que ataca a las almendras (Prunus amygdalus).

Los compuestos volatiles liberados por las plantas no solo orientan a los insectos
herbivoros sino también a depredadores y parasitoides. Turlings et al. (2000) sostienen
que las plantas, cuando son atacadas por un herbivoro, emiten olores que son usados por
los parasitoides y depredadores como sefales para localizar el herbivoro. La composicién
de la combinacion de olores no parece depender del tipo de herbivoro que causa el dafio,
pero la intensidad de la emisién puede variar mucho dependiendo de cual herbivoro se
alimenta de ella. Ellos observaron que los principales compuestos volatiles liberados por
las plantas de maiz consumidas por insectos son el indole, linalool y (E)-R-farnesene, los
cuales pueden variar entre genotipos o variedades. Igualmente, Vrkovoca et al. (2000)
encontrd que las especies de Quercus spp., cuando son atacadas por Scolytus intrincatus
liberan algunos compuestos volatiles, como el (E)-R-ocimene, que es un compuesto

terpénico y sirve como sefial para atraer enemigos naturales de este insecto.

Otro compuesto volatil multifuncional y bioactivo que esta involucrado en diferentes
sistemas de sefiales naturales y se ha probado que actia como comunicador entre
plantas infestadas por insectos, es el salicilato de metilo. En sitios donde este fue liberado
por plantas que sufrieron herbivorismo, se redujo la densidad de colonizacion de afidos.
También se ha registrado que este compuesto volatil es transferido del macho de Pieris
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napi a la hembra, anuldndole su atraccion para iniciar nuevo apareamiento con otros
machos (Norin 2001).

Desde el punto de vista de manejo integrado de plagas, se daria un gran paso si se
pudiera identificar y caracterizar la gama de compuestos volatiles que H. grandella puede

detectar como atrayentes y repelentes.

4.7 Propiedades de las meliaceas

En afios recientes, las familias Meliaceae y Rutaceae han mostrado tener propiedades
para el control de insectos. Taylor (1981) citado en Macias (2001), sefiala que las
meliaceas poseen unos triterpenos del tipo limonoide (metabolitos secundarios), que han
demostrado propiedades insecticidas, fagodisuasivas, fitotoxicas o fungicidas, como lo
son los aceites extraidos del nim. Los limonoides del nim son bien conocidos por su
actividad disuasiva e inhibicion del crecimiento contra varias plagas de insectos (Koul
1992), uno de estos es azadiractina, un compuesto complejo con fuertes propiedades
insecticidas (Aerts y Mordue. 1997).

Koul et al. (1997), reportaron que extractos de ramas y follaje de tres especies de Aglaia
(Meliaceae) inhiben el crecimiento larval y causan efectos fagodisuasivos contra larvas de
lepidopteros  polifagos Spodoptera litura y Helicoverpa armigera (Noctuidae).
Investigaciones detalladas revelan la presencia de fracciones de limonoides complejos
causantes de esta actividad. Por otra parte, Govindachari et al. (1999) aislaron y
caracterizaron el limonoide B,D-seco de Swietenia mahogani, describiendo siete
limonoides de esta especie y cinco de Khaya senegalensis con actividad antifingica

contra Puccinia arachidis (Pucciniaceae).

Ademas, dentro de la familia Meliaceae se han dado algunos avances con la finalidad de
determinar que propiedades contribuyen a que la especie exdética Toona ciliata (cedro
australiano) no sea susceptible al dafio de H. grandella. Da Silva et al. (1999) encontr6
una diferencia entre los compuestos volatiles dentro de las subfamilias Swietenioideae y
Melioideae, basicamente en la ruta biosintética para formar los limonoides que las

componen. Los miembros de Melioideae, como T. ciliata, utilizan varias rutas biosintéticas
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y los de Swietenioideae, como S. macrophylla, utilizan anicamente una ruta para formar

sus limonoides.

Da Silva et al. (1999) argumentan que otra diferencia entre estas especies es que Toona
difiere de otros géneros de Swietenioideae por la ausencia de limonoides del grupo
mexicanolide. Ellos hicieron una evaluacién preliminar de compuestos de Toona con
Spodoptera frugiperda (Noctuidae) y obtuvieron un efecto insecticida en el primer instar
larval, siendo cedrelone el componente mas potente; 5,2 ppm fue la concentracion que
resulté en un 50% de mortalidad, aunque un poco bajo comparado con azadiractina en
nim, cuya concentracion letal es de 0,4 ppm.

Angosthino et al. (1994), sostiene que la resistencia de T. ciliata a H. grandella puede
deberse a la presencia del limonoide A,B-seco toonacilin y su derivado Gacetoxy y
oxidized furan. Estos han sido aislados y han mostrado actividad como disuasivos contra
el escarabajo Epilachna varivestis (Coccinnellidae) (Champagne et al. 1992).

Segun Maia et al. (2000) al aislar los compuestos presentes en hojas y tallos de T. ciliata
y C. odorata, la primera contiene 36 componentes del aceite en sus hojas y 31
componentes en el tallo. De éstos, la mayoria para ambos casos son sesquiterpenos, de
los cuales los méas abundantes son el [(-caryophyllene, germacrene D vy
bicyclogermacrene. Por su parte, el aceite esencial de las hojas de C. odorata tiene
presente 32 componentes y 47 el del tallo. Los principales fueron el & caryophyllene y
caryophyllene oxide, mientras en otros estudios anteriores fueron el R3-elemene y
germacrene A. Los aceites volatiles de ambas especies parecen estar caracterizados por
la acumulacion de R-caryophyllene. Sin embargo, la hoja de C. odorata contiene mayor
cantidad de R-elemene que R-caryophyllene. Ambas especies tienen varios
sesquiterpenos en comun, ain cuando presentan marcadas diferencias. Una de estas
diferencias es que Cedrela contiene los principales sesquiterpenos formados desde cis y
trans-farnesyl pyrophosphate, mientras que Toona tiene solo de trans-farnesyl

pyrophosphate.

En pruebas de electroantenogramas (EAG) con antenas de hembras de H. grandella
expuestas a aceites esenciales de T. ciliata y C. odorata, su respuesta resultd ser mas
fuerte que en machos, demostrando que la relacién entre planta-insecto puede no tener la

misma importancia para ambos sexos (Maia et al. 2000). Sin embargo, se pudo observar
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coémo las hembras fueron mas selectivas a los aceites de hojas que de tallos, sin mostrar
diferencias en su respuesta al ser expuestas a aceites esenciales de una u otra especie.
Esto indica que ellas pueden ser ncapaces de diferenciar la gama de componentes
volatiles presentes en ambos aceites. Al exponer los adultos a una sustancia aislada no
se obtuvo respuesta, pero si al momento de combinar mas de dos, lo cual sugiere que

podria darse un efecto sinergista entre los componentes y/o el sistema de comunicacion.

En la actualidad se han realizado injertos de ambas especies (T. ciliata y C. odorata) e
identificado sesquiterpenos, triterpenoides, limonoides y flavonoides de estos injertos (De
Paula et al.1997). En ellos se ha encontrado que varios de los limonoides tipicos del
cedro han sido traslocados, y algunas sustancias como cicloartanos, catechin y el
“cedrelone”, terpeno tipico de Toona spp. fueron traslocados desde el tallo de esta
especie (Da Silva et al. 1999, Jux et al. 2000), del cual se ha determinado que inhibe el
crecimiento en larvas de lepidépteros (Koul e Isman 1992).

4.8 Sustancias repelentes

Las sustancias que son repelentes generalmente son compuestos volatiles que pueden
ser percibidos por el insecto aun cuando este no se ha posado sobre la planta (Norris
1990). Estos compuestos en realidad pueden actuar como atrayentes para unas especies
y repeler otras, por lo cual se recomienda conocer muy bien las propiedades del
compuesto a utilizar para estos fines.

El uso de repelentes tiene como objetivo detener el dafio que causa una determinada
plaga a los intereses del hombre. Estos pueden derivarse de fuentes naturales asi como

artificiales, como los insecticidas (Norris 1990).

Algunas de ks sustancias naturales son volatiles que se encuentran ya sea en la planta
hospedera y/o en la fisiologia del insecto, que pueden ser utilizados para control de
plagas, aislandolos por cromatografia de gases, espectrometria de masas o por
destilacion al vapor y posteriormente evaluarlos por métodos como electroantenograma,
olfatbmetros, tuneles de vuelo, y se podria determinar cudles tienen propiedades
repelentes, de oviposicion, alimentacion, apareamiento, etc.
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Estudios recientes han encontrado compuestos volatiles con estas propiedades para
especies particulares. Entre ellas esta el piretro (Chrysanthemun cinerariaefolium), del
cual se extraen piretrinas de conocida accién insecticida, y el poliacetileno, con actividad
antihormonal (Bowers y Argullin 1987). Pérez y Villalobos (1999) encontraron que
Ephestia kuehniella (Pyralidae) inhibe su fecundidad al percibir el efecto insecticida de
otra especie como Chrysanthemun coronarium. Por otra parte, los compuestos volatiles
de la hoja de Schinus molle (Anacardiaceae) han mostrado tener efecto repelente y
disuasivo sobre la mosca Musca domestica, y principalmente el compuesto activo trans-
piperitol (Wimalaratne et al. 1996).

La verbenona es otra sustancia volatil producida en la hoja de Pinus spp., hospedantes de
Dendroctonus frontalis (Scolytidae). Esta sustancia también forma parte de la fisiologia del
insecto, como feromona de antiagregacion. Sin embargo, Dickens et al. (1992)
determinaron como ella interrumpe la respuesta a la feromona de agregacion de esta
especie y dos escolitidos mas, limitando asi el apareamiento y reproduccion de estas
plagas. En menor grado se observd que la combinacion de 1-hexanal y hexanal inhibe la
respuesta de la feromona de D. frontalis.

Hardie et al. (1994) realizaron estudios en un olfatometro y determinaron que Aphis fabae
resulto ser repelido por compuestos volatiles como el salicilato de metilo y el (-)-(1R,5S)-
myrtenal, inhibiendo su atraccion hacia la planta hospedante Vicia faba. Esos volatiles
estan relacionados con la fisiologia de las plantas. El primero esta asociado con
metabolitos secundarios que forman parte de la defensa de las plantas, y el segundo con
el (-)-(1S,5S5)-a-pinene, el cual es un componente abundante de resinas defensivas
producidas por gimnospermas.

No obstante, en la naturaleza también existen compuestos naturales que son detectados
principalmente por la hembra y que originan cambios en su comportamiento. Esto fue
observado por Yan et al. (1999) en un olfatbmetro, donde las sustancias volatiles de la
manzana activaron el comportamiento de hembras virgenes y gravidas de Cydia
pomonella (Tortricidae). Ellas estuvieron mas activas en presencia de estos compuestos
volatiles que en el testigo (sin olor). Se registré un aumento en la liberacion de feromona,
oviposicion y orientacion en vuelo de hembras, y también incrementd el porcentaje de
llamado en hembras virgenes, su duracién y nimero de huevos ovipositados. En otro
estudio, Unnithan y Saxena (1990) estimularon la oviposicion en una planta no
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hospedante (maiz), de Atherigona soccata (Muscidae) que ataca los brotes del sorgo;
para ello se aplicd un extracto de sorgo en acetona y se asperjo a las plantas de maiz.

En lepidopteros también se ha evaluado el supuesto de que existe un efecto sinergista
entre un volatil atrayente de hembras y la feromona sexual. Por ejemplo, con Spodoptera
frugiperda (Noctuidae), sometieron los machos a distintos compuestos volatiles en una
prueba de electroantenograma y mostraron respuestas similares a la feromona (Malo et
al. 2002). Las mayores respuestas se obtuvieron para el hexan-1-ol, (Z)-9-tetradecenyl
acetato, hexanal, y (Z)-3-hexen-1-ol. Los autores suponian que podia existir un
sinergismo entre estas sustancias y la feromona, por lo que evaluaron en el campo la
mezcla de ambas, utilizando trampas modelo Scentry. Sin embargo, no hubo diferencias
con el testigo en la captura de machos, quedando demostrado que las sustancias volatiles

no incrementan la atraccion de esta especie hacia la feromona.

Un estudio similar se realizé en experimentos de laboratorio, donde la atraccion de
machos de Ips typographus a una fuente de feromona sintética fue reducida cuando se le
adicioné tres volatiles activos, el thexanol, (Z)-3-hexen-1-ol y (E)-2-hexen-1-ol, todos
alcoholes, mas la feromona de antiagregacion “verbenona” (Zhang et al. 1999, Hubber y
Borden 2001).

Las sustancias volatiles también pueden funcionar como atrayentes de parasitoides, ya
gue muchos de ellos detectan las sustancias del hospedante de su presa y de esta forma
se orientan hacia ellas. Otras veces la misma planta libera compuestos volatiles para
defenderse contra insectos herbivoros. Van Poecke et al. (2001), encontraron que
Arabidopsis thaliana libera volétiles que atraen a hembras parasitoides Cotesia rubecula
hacia plantas infestadas por el herbivoro Pieris rapae. La planta libera una mezcla de
volatiles, ya sea por dafio mecanico o por herbivorismo, como el salicilato de metilo, que
es liberado en grandes cantidades; el acido jasmonico y el monoterpeno myrcene son
otros de los volatiles emitidos por esta planta cuando es dafiada por larvas. Este atrayente
de parasitoides o sustancias volatiles detectadas por el parasitoide, es emitido si el dafio

llega a ser muy prolongado.

James (2003), utilizé el salicilato de metilo sintético en pruebas de campo para atraer
insectos benéficos, por lo cual asegura que esta sustancia tiene un potencial en araer
poblaciones de algunos depredadores, como Chrysopa nigricornis. Birkett et al. (2003)
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encontraron que plantas de frijol atacadas por la mosca blanca Trialeurodes
vaporariorum, emiten altos niveles de cuatro sustancias volatiles: (Z)-3-hexen-1-ol, 4,8-
dimetil-1,3,7-nonatriene, 3octanone y una no identificada. En experimentos en un tunel
de vuelo demostraron que la mezcla binaria de (Z)-3-hexen-1-ol y 3-octanona atrajeron
mayormente al parasitoide Encarsia formosa, lo cual es una muestra mas de que el
parasitoide utiliza sustancias volatiles del complejo planta-huésped como sefiales olfativas

para localizar su hospedante.

Los compuestos volatiles extraidos de la parte floral de Brassica napus fueron probados
en campo Yy resulté que algunos derivados de acidos grasos actuaron como repelentes, al
igual que 1-hexanol, como repelente o atrayente de Meligethes aeneus (Nitidulidae),
dependiendo de su tasa de liberacion (Smart y Bligth 2000). Bruce y Cork (2001)
identificaron algunos compuestos en la flor de Tagetes erecta usando espectrometria de
masas y cromatografia de gases, entre los que estaba benzaldehido que, al igual que los
demas compuestos, mostraron fuertes respuestas en Helicoverpa armigera en pruebas de
EAG.

Kettler et al. (2002), revelaron que bkenzaldehido es un fuerte repelente de Drosophila
spp., principalmente las que se encuentran naturalmente, mas que las criadas en el
laboratorio. Compuestos como el benzaldehido, cinamaldehido y eugenol, aislados de
aceites esenciales de Pogostemon parviflorus (Labiatae), han sido reportados como
repelentes de los coledpteros Sitophilus oryzae y Bruchus chinensis (Saxenay Koul 1982
citado por Jantan y Zaki 1998). Asimismo, Ojimelukwe y Adler (2002), reportaron al
cinamaldehido como un fuerte repelente contra insectos plagas de productos
almacenados, mostrando un efecto insecticida de contacto en los gorgojos

Callosobruchus chinensis (Bruchidae) y Oryzaephilus surinamensis (Cucujidae).

4.9 Componentes feromonales

Los insectos liberan y perciben olores que utilizan como sefiales en una variedad de
complejos comportamientos sociales, como lo son el cortejo, el apareamiento y la
oviposicion. Los cientificos y especialistas en manejo de plagas conocen acerca de este
complejo sistema de comunicacion llamado “feromonas”, y han logrado conocer la

composicién feromonal de algunas especies, formulandolas sintéticamente para uso en
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control de plagas (Ward 2001). Es asi como el uso de feromonas ya suele ser una
practica frecuente para el manejo de insectos plaga (Jutsum y Gordon 1989, Dent 1991).

Las sustancias volatiles han sido usadas para atraer insectos plagas desde largas
distancias, capturandolos en un sitio para controlar a la plaga (Foster y Harris 1997). Uno
de los més comunes es el uso de feromonas, ampliamente estudiado en el orden
Lepidoptera (Arn et al. 1992).

Las feromonas tienen muchas funciones: pueden servir como feromona de agregacion
para agruparse en un mismo arbol, muy comun en escarabajos de corteza; feromona de
alarma como las que producen las abejas para defender la colonia; y la méas estudiada es

la feromona sexual utilizada para atraer el sexo opuesto y aparearse.

Las feromonas sexuales son sustancias volatiles que la hembra libera para atraer al
macho, y son dispersadas como vapores por el viento. Normalmente estan compuestas
por varias sustancias, que aparecen en diferentes proporciones (Norin 2001). Estas
pueden ser usadas para diferentes fines. Eh el campo, aplicando técnicas de trampeo
masivo, es decir, colocar trampas en la parcela y capturar machos en grandes cantidades
hasta mermar la poblacion. También se usan para el monitoreo de las poblaciones de
plagas, con lo que se pretende tener un valor estimado de la poblacion en determinado
periodo del afio y saber cuando la plaga alcanza o esta proxima a alcanzar los mayores
niveles poblacionales y realizar aplicaciones de insecticidas solamente en esos periodos
(Wall 1989, Bakke y Lie 1989, Campion et al. 1989).

Asimismo, la mayoria tienen el potencial para ser usadas como método de evasion del
encuentro del insecto macho con la hembra. Este método ha resultado exitoso en varias
especies de insectos, como por ejemplo Pectinophora gossypiella en algodén y en la
mosca oriental de la fruta Grapholita molesta (Foster y Harris 1997).

Las feromonas de los Lepidopteros estan entre los componentes activos mayormente
conocidos (Ward 2001). Estas estan constituidas por largas cadenas (Cio — Cs) de

alcoholes, aldehidos, o ésteres saturados o insaturados, y la sefial activa es usualmente

una mezcla de constituyentes que tiene una composicion especifica (Norin 2001).
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Dentro del orden Lepidoptera, existen familias de las que ya se conoce la composicion de
sus feromonas y las glandulas que las producen (Percy y Weatherston 1971, citado en
Macias 2001). Por ejemplo, algunas contienen ciertos compuestos comunes a los de H.
grandella. Teal et al. (1995) identificaron los compuestos feromonales de Plodia
interpunctella (Pyralidae), Z9-E12-14Ac y Z9-E12-140H, siendo Z9-E12-14Ac el principal
componente de esta especie; también encontraron a Z9-E12-14Al el cual es un aldehido
gue se obtuvo de la glandula feromonal de la hembra y también de sustancias volatiles
emitidos por la hembra en posicion de llamado.

Sin embargo, al utilizar compuestos feromonales para atraer machos de determinada
especie, es necesario conocer cual es el compuesto o la combinacion de compuestos que
ejercen una mayor atraccion en los machos, con el fin de que se obtengan mayores

capturas. Esto es demostrado por muchos investigadores con especies de Lepidoptera.

Davis et al. (1993) realizaron pruebas de campo para capturar en trampas con feromonas
a machos de Hulstia undulatella (Pyralidae). Se obtuvo que las trampas con un solo
compuesto, el Z9-14Ac produjo algunas capturas, y al adicionarsele el Z9-140H no hubo
incrementos en éstas, pero al agregarle el Z11-16Ac esta combinacion binaria anulo las
capturas. Sin embargo, al mezclar los tres compuestos las capturas se incrementaron en
siete veces. Finalmente, se determiné que la combinacion correcta para el monitoreo es
una septa que contenga: Z9-14Ac (200 ug) + Z9-140H (16 ug) + Z11-16Ac (42 ug).

De igual manera, experimentos con Dioryctria resinosilla (Pyralidae) demostraron que
éstas tienen una combinacion exacta en su composicion feromonal. A diferencia de las
otras especies de Dioryctria spp., que tienen como componente principal a Z9-14Ac, en la
especie D. resinosilla el componente principal es Z9-140H pero este compuesto por si
solo no es un fuerte atrayente, pero si lo es al combinarsele con Z9-14Ac y Z9-12Ac. Se
determindé que Z9-140H no tiene efecto en las trampas sin la presencia deL Z9-12Ac, un
compuesto no confirmado en extractos de hembras de esta especie, pero si en las otras
especies de Dioryctria (Grant et al. 1993). También en Dioryctria spp. es importante la
dosis de los dispositivos atrayentes (Grant 1991).

Huang et al. (1998) encontraron que en Ostrinia zaguliaevi (Pyralidae) los machos eran
atraidos por la mezcla terciaria de sus compuestos feromonales: Z9-140ac, E11-140ac,

Z11-140Ac y 140Ac. En realidad, los tres primeros compuestos son los mas importantes
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y se demostré en experimentos de tinel de vuelo que al remover tan solo un compuesto
de la mezcla terciaria, era suficiente para que los machos no respondieran al olor.

En Heliothis subflexa, los machos no fueron atraidos a combinaciones en las cuales faltd
el Z9-16Ald o el Z11-160H. Sin embargo, respondian a mezclas donde tan solo se
colocara 1 ng o mas del Z11-160H, lo cual indica que son muy sensibles a este
compuesto (Vickers 2002). Ellos concluyeron que los tres compuestos son necesarios
para producir la atraccion de los machos.

Entre tantas experiencias podemos mencionar a Moura et al. (1998), quienes utilizaron
trampas con feromonas para capturar a Rhynchophorus palmarum (Curculionidae). Ellos
las evaluaron de dos formas: feromona sola, o trampas con feromona + un insecticida de
contacto (furadan), asperjado en trozos de cafia de azlUcar. En ambos casos capturaron
machos, pero el mayor nimero se obtuvo en feromona + insecticida, pues alli quedaban
los machos que morian por accion del insecticida.

Al utilizar feromonas como técnica de control 0 monitoreo en una plantacion, es necesario
tener presente que la feromona sea dispersada por el viento y las distancias sobre el cual
estas feromonas sean efectivas depende de la velocidad y direcciéon del viento, humedad
relativa y temperatura, entre otros factores meteorolégicos (Norin 2001). También es
importante considerar que el disefio de la trampa sea adecuada a la especie en estudio.

Algunas trampas permiten una mejor dispersion de la feromona en todas direcciones, y
puede ser percibida con mayor facilidad por los machos. Rocchinni et al. (2003) evaluaron
en el campo dos disefios de trampas, asi como varias dosis de la feromona, a fin de
encontrar la mas indicada para Synanthedon novaroensis (Sesiidae). Evaluaron los
modelos Unitrap y Wingtrap, con las cuales no se encontr6 diferencias significativas en las
capturas. Al evaluar las dosis resulté que en ambos disefios de trampas con diferentes
dosis (50, 100 o 200 ug) no se encontro diferencias en las capturas, pero al colocar en
una trampa cuatro septas con 200 pg del mismo compuesto (800 ug en total), se obtuvo
un incremento en las capturas de machos mucho mayor a cuando se colocaron dos
septas (400 pg en total). Por lo tanto, para el monitoreo es necesario utilizar la cantidad
suficiente para causar una fuerte respuesta en el macho, sin excederse en atrayentes en

el area.
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De igual manera, Malo et al. (2001) evaluaron en campo varios disefios de trampas y
también varios tipos de dispensadores de distintas casas comerciales para capturar
machos de Spodoptera frugiperda. Ellos encontraron que la trampa Scentry capturd
mejor con los atrayentes formulados por ChemTica, y &s trampas Delta obtuvieron
mayores capturas con los cebos de ChemTica y dos casas comerciales mas.

De cualquier forma, se debe tener el debido cuidado a trabajar con los componentes
feromonales, ya que estos pueden variar en su atraccion entre especies de distintas
poblaciones. Monti et al. (1995) observaron esta reaccion en Spodoptera latifascia y S.
descoinsi, que son especies afines y simpatridas en areas limitadas en la Guayana
Francesa. Ellas tenian el mismo componente principal y los mismos componentes
feromonales, y la Unica diferencia era que variaban en la proporcién de un compuesto Z9-
E12-14Ac. En los machos no se encontrd diferencias morfologicas ni fisiologicas de sus
receptores feromonales, e incluso en sus antenas los receptores fueron identificados para
Z9-14Ac y Z9-E12-14Ac, pero no para los demas componentes. Se observé en un tanel
de vuelo que las mezclas binarias de estos dos compuestos, dieron las mayores
respuestas en ambas especies, aunque en el campo hubo diferencias en la atraccion de

los machos de ambas especies.

Aun cuando Quero et al. (1996) determinaron que S. littoralis (Noctuidae) tiene seis
componentes feromonales, el Z9-11E-14Ac es el que causa las mayores respuestas en el
comportamiento de los machos, mientras que los restantes son componentes menores.
En la antena del insecto se encontraron dos tipos de sensillas fisiologicamente
importantes. La sensilla mas comdn contenia una neurona que respondié especificamente
al componente 1, y la otra sensilla tenia dos receptores reuronales que respondian al
componente 6 (Z9-140H). No se encontraron neuronas sensoriales para los componentes
2, 3, 5, y para el 4 se encontrd una sensilla menor.

También ocurrié con esta especie que en Africa se le encontrd que su feromona estaba
compuesta por los componentes 1, 2, 3y 4, mientras que en Israel era 1, 2, 3, 5y 6; pero
en Kenya solo la mezcla de 1y 6; y en Egipto se encontraron los componentes 1, 2, 3y 4
pero en proporciones diferentes. En Espafia y Francia se encontraron los cinco
componentes pero no el sexto.

Se realizaron mezclas binarias, combindndose cada componente con el componente
principal (1), y también se aument6 la dosis (100, 500 y 1000 pg), aunque siempre se
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mantuvo la proporcion de los compuestos como en la naturaleza. De estas mezclas, la
combinacion 1+3 fue la que presentd los méas altos valores en atraccion de los machos.
Hubo combinaciones en las que al aumentar la dosis (1000) se inhibieron las respuestas
de los machos. La mezcla de 1+6 fue ineficaz, pero al realizar mezclas terciarias resultd
un aumento en la atraccion de los machos hacia la fuente con las mezclas de 1+2+3 y
1+2+3+5, en proporciones diferentes.

En el caso de Hypsipyla spp., Holsten (1977) realizé ensayos con genitalias maceradas
de las hembras & H. grandella y con lavados corporales en éter dietilico, obteniendo
respuestas de los machos, como el acercamiento a la fuente y el intento de c6pula.

Bosson y Gallois (1982) identificaron tres componentes en H. robusta. Borek et al. (1991)
reportaron tres compuestos volatiles de la glandula sexual de H. grandella, los cuales
fueron: [Z,E]-9,12 tetradecadien-1-ol (Z9-E12-140H), acetato de hexadecanilo (16Ac) y
acetato de [Z]-3-hexadecenilo (Z3-16Ac). Sin efectuar pruebas que evaluaran su
actividad, ninguno de estos compuestos es similar al de H. robusta. Sin embargo, uno de
los componentes de H. grandella es el alcohol correspondiente a Z9-E12-tetradecadienyl
acetato, el cual es el mayor componente en H. robusta.

Posteriormente Effraim (1997) determin6é dos compuestos mas, mediante la comparacion
de tiempos de retencion, identificando como antenalmente activos al Z9-E12-140H, Z9-
tetradecen-1-ol (Z9-140H) y acetato de Z9-E12-tetradecadienilo (Z9-E12-14Ac). Este
tampoco realizé pruebas en campo para evaluar su eficacia. Recientemente, Hilje et al.
(2002) obtuvieron extractos abdominales de hembras virgenes, los cuales fueron
probados en estudios de electroantenograma (EAD). Las extracciones se efectuaron 8 h
después de iniciada la escotofase, durante 3 h, identificando la presencia de tres de estos
compuestos, mas uno adicional: Z9-E12-140H, Z9-140H, Z9-E12-14Ac y Z9-14Ac.
También encontraron un compuesto que difiere entre la H. grandella de Costa Rica y
México: acetato de dodecenilo monoinsaturado E/Zx-12Ac (Costa Rica) y E11-16Ac
(México); este Ultimo Unicamente apareciO en emanaciones volatiles de 12 hembras
virgenes de dos dias de nacidas. Un compuesto estuvo ausente en los insectos de
México, el Z9-E12-140H. En México se realizaron experimentos de campo con estos
compuestos y se encontré que la mayor atraccion se obtuvo con Z9-E12-14Ac, y que ésta

fue mayor al combinarse con Z9-14Ac.
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Como dato adicional podemos mencionar que en el Viejo Mundo H. robusta presenta los
siguientes compuestos: Z9-E12-12Ac, Z9-tetradecen-1-ol y Z11-hexadecen-1-ol acetato
(Bosson y Gallois 1982). Estos mismos autores aseguran que al mezclar el primer y
segundo compuestos a una proporcion de 7:3, se obtuvo atraccion de los machos e
incluso hasta expusieron su genitalia, listos para copular. Sin embargo cuando se
aumento la proporcion del segundo compuesto, no hubo cambios en la intensidad de
atraccion o en el comportamiento de los machos. Esto nos indica que existe una
determinada cantidad para cada compuesto que es la indicada para atraer los machos de
esta especie, y muy posiblemente en otra especie esta misma composicidén necesite tener
otras proporciones para estimular la respuesta del macho. Esto ocurre con H. grandella
ya que algunos de sus compuestos son muy comunes en otras especies de insectos, e

incluso de su misma familia.

En el caso particular de H. grandella, se conoce que su pico poblacional en Turrialba se
presenta cada 1881 grados-dia (Taveras 1999), pero cada afio puede tener una pequefia
variacion para completar este valor. Por ello, el uso de trampas de feromonas, ya sea
mediante la técnica de confusién sexual o con el trampeo masivo durante las etapas
iniciales de la poblacion, podria colaborar a evitar su establecimiento en la plantacién. Un
dato importante es que este procedimiento solo se necesitaria realizar durante los
primeros 5-8 afios (segun el area geografica) cuando la plantacion es mas susceptible al
ataque (Cibrian et al. 1995).
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 LOCALIZACION

Los experimentos con repelentes se realizaron en el Laboratorio de Entomologia de la
Unidad de Fitoproteccion, asi como en una parcela de cedro (C. odorata), en los predios
del Centro Agrondmico Tropical de Investigacion y Ensefianza (CATIE), en Turrialba,
Costa Rica. Este lugar esta a 9°52'N y 83°38°0 y 640 msnm, en la zona de bosque
himedo premontano (Tosi 1969), donde las variables climéticas son de 22°C, 2479 mm,
87% HR y 11,82 uJ/m?, en promedio (Jiménez 1994).

La parcela de cedro, ubicada en un sitio muy plano en la estacion experimental La
Montafia (Apéndice 1), se estableci6 en 1999, como parte del proyecto “Domesticacion de
caoba y cedro espafiol en Mesoamérica: coleccion de germoplasma, seleccion genética y
desarrollo de técnicas para plantaciones silviculturales” (USDA-CATIE). La parcela esta
conformada de 345 arboles de caoba provenientes de México, Guatemala, Honduras,
Costa Rica y Panama, a un distanciamiento de 6 x 7 m (blogue 6) y 3 x 6 m (bloque 7 y 8).
Los mismos estan plantados entre las hileras de un cafetal en el que hay arboles de
sombra de por6 (Erythrina poeppigiana). Al efectuarse este estudio, el café estaba recién

podado, y los arboles de cedro tenian alturas comprendidas entre 1.6 y 7 m.

Por su parte, el experimento con feromonas se realiz6 también en la estacion

experimental La Montafia, pero en una parcela de caoba (S. macrophylla), establecida en
el 2001 (Apéndice 2), como parte del proyecto “ Coleccién de germoplasma de Swietenia
macrophylla en Sur América” (USDA-CATIE). Los 690 arboles de caoba (de distintas
proveniencias de Bolivia) también estaban intercalados entre café (1 x 2 m)y por6 (6 x 12

m), estos alcanzaban alturas comprendidas entre 1.7 y 3 m.

5.2 COMPUESTOS EVALUADOS

5.2.1 Repelentes

Se evalud la posible actividad repelente de nueve sustancias puras en el campo, de las

cuales las cuatro mas promisorias se evaluaron en condiciones de laboratorio. Estos
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compuestos fueron manufacturadas en los laboratorios de la empresa ChemTica
International (Costa Rica), y formuladas como productos de liberacion controlada. Estos
consistieron en una bolsita de membrana plastica permeable (Fig. 1), que contenia 1 mg
de la sustancia, con una tasa de liberacién de 10° nm/min y un grado de pureza del 97-
99%. Para los experimentos de campo Yy laboratorio, se utilizé6 el mismo disefio del

dispensador, dependiendo de cada sustancia.

Las sustancias evaluadas fueron tres alcoholes (alcohol bencilico, 1-hexanol y lavandula),
tres ddehidos (benzaldehido, cinamaldehido y perialdehido) y tres sustancias de dros
grupos quimicos: \erbenona (cetona), eugenol (éter) y salicilato de metilo (éster). Sus
abreviaturas corresponden a Alco, 1-hex, Lava, Benz, Cina, Peri, Verb, Euge y Sali,

respectivamente.

5.2.2 Feromonas

Se evaluaron las combinaciones binarias de cuatro sustancias, totalmente puras, gue son
componentes de la feromona sexual de H. grandella (Borek et al. 1991, Effraim 1997),
algunas de las cuales incluso habian dado resultados positivos en México (Hilie et al.
2002). Dichas sustancias fueron: (Z,E)-9,12-tetradecadien-1-ol acetato (Z9-E12-14Ac);

(Z,E)-9,12-tetradecadien-1-ol (Z9-E12-140H); (2)-9-tetradecen-1-ol acetato (Z9-14Ac);y
(2)-9-tetradecen-1-ol (Z9-140H).

Las combinaciones fueron manufacturadas por ChemTica International y formuladas en
una septa blanca de hule (Fig. 3), en una proporcion de 1:1, con una tasa de liberacion de

30000nm/dia. Las combinaciones binarias evaluadas fueron las siguientes:

Z9-14Ac : Z9-140H
Z9-E12-14Ac : Z9-14Ac
Z9-E12-14Ac : Z9-140H
Z9-14Ac : Z9-E12-140H
Z9-140H : Z9-E12-140H

Z9-E12-14Ac : 79-E12-140H
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Fig. 1. Dispensador de membrana plastica, manufacturada por ChemTica Inc.,
conteniendo una de las sustancias puras evaluadas.

Fig. 2. Septa de hule (en el angulo inferior izquierdo) con la combinacion binaria de los
compuestos feromonales de H. grandella., asi como empaques herméticos en que se
mantuvieron los compuestos.
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5.3 EXPERIMENTOS CON REPELENTES

5.3.1 Campo

Se efectuaron dos experimentos en el campo, con una duracion de dos meses cada uno,
ya que la vida media de los repelentes es de 7#8 semanas (Lilliana Gonzalez 2003,
ChemTica International, com. pers.). El primero se realiz6 en mayo-julio y el segundo en
julio-septiembre, cuando se presentan adecuados niveles poblacionales de H. grandella
en Turrialba (Taveras 1999), como para efectuar las evaluaciones. En ambos casos se
verifico que hubiera dafio reciente y abundante de esta plaga.

Los tratamientos consistieron en cada una de las nueve sustancias, mas un testigo (brote
sin tratar), y de cada uno se realizaron cuatro repeticiones. El arreglo espacial fue de un
disefio irrestricto al azar, con una significancia del 95%. Para ello, se eligieron al azar 40
arboles de cedro y en cada uno se seleccioné un brote tierno y sano (debido a la
presencia de la plaga, era comun que hubiera brotes dafiados en el mismo arbol) en
donde se coloco el dispensador con la sustancia y en los brotes testigos una marca (Fig.

3). Los tratamientos estuvieron espaciados entre si por al menos 10 m.

Se efectuaron evaluaciones semanalmente, y la variable de respuesta fue la presencia o

ausencia del dafio (Fig. 4).

Se aplicaron tres diferentes pruebas para comparar tratamientos y procedencias, una
prueba paramétrica y dos no paramétricas, las cuales son: Analisis de varianza
(ANDEVA), Kruskall-Wallis y Chi cuadrado. Para el analisis se utilizd el paquete
estadistico SAS (SAS Institute 2001).

El modelo estadistico utilizado para el ANDEVA fue el siguiente:

Yi=p+ T+ g

Y;= Variable dependiente

=  Media general de los tratamientos

;=  Efecto del i-ésimo tratamiento (sustancias)
e = Error experimental
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Fig. 3. Brote tratado con el dispensador de la sustancia evaluada (izquierda) y brote
testigo (derecha).

Fig. 4. Procedimiento para la evaluacion semanal de los brotes de cedro en el
experimento con repelentes.
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5.3.2 Laboratorio

Adultos de H. grandella. Los adultos se obtuvieron de una colonia mantenida en el
Laboratorio de Entomologia. Para desarrollar la colonia, los dos primeros instares larvales
se alimentaron con hojas tiernas de arboles de cedro (C. odorata), y posteriormente con
dieta artificial (Vargas et al. 2001), dentro de frascos de vidrio de 30 ml. Las larvas se
mantuvieron en una camara bioclimatica (Percival F35L), a 25°C y un fotoperiodo de 8L:
160, hasta que alcanzaron el estado de pupa (Fig. 5). Las pupas se transfirieron a jaulas
de malin (55 x 50 x 45 cm), las cuales se colgaron dentro de un invernadero para que, al
emerger, ocurriera la copula (Fig. 6). Las hembras depositaron los huevos en las paredes
de las jaulas, de donde se recogieron cada tres dias y se llevaron al laboratorio, para

colocarlos en cajas plasticas que contenian follaje de cedro.

Manipulacion de parejas de adultos. Las pupas fueron tomadas de la camara de cria,
se sexaron (Hidalgo-Salvatierra 1971) y se colocaron por separado (una para cada sexo)
en dos jaulas de malin (55 x 50 x 45 cm) colgadas en el invernadero (Fig. 7). Una vez que
los adultos emergieron, se transfirieron a una jaula de copula (también de malin), donde
permanecieron por dos noches, para garantizar la copula (Samaniego y Sterringa 1976);
en la jaula de copula se tratd de tener seis parejas de adultos, como minimo.
Posteriormente las hembras gravidas y los machos se transfirieron al tinel de vuelo, para
realizar los experimentos.

Tanel de vuelo. Para determinar la posible repelencia de las sustancias evaluadas, se
efectud un tamizado en un tinel de vuelo (Miller y Roelofs 1977) (Fig. 8). Este permite la
liberacion de olores mediante flujos de aire en movimiento, lo cual posibilita estudiar el
comportamiento de seleccidbn de hospedantes por parte de un insecto (Eigenbrode y
Bernays 1997).

El tanel utilizado consiste en una camara rectangular transparente de vidrio, de 2 x 1 x 1
m, en cuya parte superior hay dos hileras de bombillos de color rojo (para no perturbar a
los insectos mientras se efectlan las observaciones), de 25 watts cada uno, y de los
cuales para los ensayos se mantuvieron solamente dos bombillos encendidos (Fig. 9). En
uno de sus lados la camara tiene unas puertas de vidrio, lo cual facilita la manipulacién de
los insectos. Esta también tiene malla en los extremos superior e inferior. En el extremo
inferior del tdnel, se encuentra el extractor de flujo de aire (Modelo S&P TD-500/150)
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Fig. 5. Camaras bioclimaticas utilizadas para el desarrollo de las larvas y las pupas de H.
grandella en el Laboratorio de Entomologia del CATIE.

Fig. 6. Jaula de malin para la cépula y oviposicion de los adultos de H. grandella,
mantenida en el invernedero de Entomologia del CATIE.
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Fig. 7. Jaulas de malin individuales para hembras (izquierda) y machos (derecha) en las
que se colocaron las pupas sexadas para que emergieran los adultos, para luego
transferirlos a la jaula de copula.

Extractor Tubo de salida

v
Malla Tanel - Puertas Bombillo  Cono

|

Fig. 8. Esquema del tanel de vuelo utilizado en los experimentos (Miller y Roelofs 1977).
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Fig. 9. Vista del extremo superior del tunel de vuelo, mostrando los bombillos rojos en la
parte superior y las puertas laterales.

Fig. 10. Vista del extremo inferior del tinel de vuelo, mostrando el extractor que genera la
corriente de aire y las cajas petri con los adultos.
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(Fig. 10). La velocidad del viento se mantuvo a 14m®60seg. Para alcanzar la oscuridad
total, la habitacion donde esta el tunel se pinté de negro, tanto en sus paredes (para evitar
el reflejo de la luz roja) como ventanas (para evitar el ingreso de luz desde el exterior). Se
mantuvo sujeto al mismo fotoperiodo de la cadmara bioclimética (8L:160). En ambos, el
periodo de oscuridad (escotofase) inici6o a las 17.00 h y concluy6 a las 09.00 h del dia
siguiente. Para simular los periodos de luz (fotofase) dentro del cuarto, en el techo habia

cuatro tubos fluorescentes blancos, los cuales se encendian durante 8 h.

Experimentos en el tunel de vuelo. Para evaluar la importancia de los olores en la
orientacion y aterrizaje de las hembras de H. grandella sobre la planta de cedro (con o sin
repelente), se utilizé la metodologia convencional (Haynes y Baker 1989), levemente
modificada.

En el extremo del tunel cercano al extractor de aire se colocaron al menos seis parejas de
adultos, previamente apareados en la jaula de copula. En el otro extremo se colocé una
plantula de cedro de 15-16 cm de altura, y se traté de que todas tuvieran la misma simetria
del follaje. Tenian 3-4 meses de edad y crecieron en un invernadero con luz natural, donde
fueron fertilizadas cada 15 dias con la mezcla 12:24:12 (N-P-K). Sobre cada planta se
coloco un marco de metal de 43,2 X 30,5 cm, y sobre éste una malla blanca de malin, para
gue las hembras ovipositaran sobre ésta. El marco evitaba que las hojas hicieran contacto
con la malla donde las hembras ovipositaron, facilitando también el recuento de los

huevos.

Los adultos se liberaron en una caja de de petri colocada sobre un pedestal, a la misma
altura del brote principal de la plantula (aproximadamente a 14 cm de altura del piso) para
gue recibieran directamente el rastro del olor formado por la corriente de aire generada
por el extractor (Fig. 10). Previamente, para determinar la mejor altura del dispensador
con la sustancia a evaluar en relacion con el pedestal, se introdujo en el tunel un cigarrillo,
para que su humo indicara el posible rastro de la sustancia volatil (Fadamiro 1996).

El tratamiento testigo consistié en colocar solamente la plantula de cedro (cubierta con la
malla), sin ninguna sustancia, para determinar el grado de atraccion ejercido sobre las
hembras gravidas por los compuestos volatiles emanados del brote principal (Maia et al.
2000).
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Por su parte, cada uno de los deméas tratamientos consistio en colgar del brote principal el
dispensador de liberacion controlada conteniendo cada una de las sustancias (Fig. 11).

Cabe sefialar que los insectos y la plantula de cedro fueron diferentes para cada
repeticion. Los dispensadores si fueron reutilizados, pero se alternaron entre
experimentos, de modo que se utilizaban en un experimento y se refrigeraban por varios

dias (debidamente sellados) hasta el proximo experimento.

Después de cada experimento el tinel se limpié con alcohol al 95%, para eliminar de las
paredes cualesquiera olores presentes, asi como residuos de los insectos. Ademas, sus
puertas permanecieron abiertas por 8 h, para ventilarlo de inmediato después de

transcurridas las 64 h de cada experimento.

Se utilizé un disefio estadistico irrestricto al azar. Cada tratamiento se repitid cuatro
veces, y cada repeticion tuvo una duracion de 64 h. Las variables de respuesta fueron: a)
el numero de huevos fértiles depositados en la malla hasta las 64 h; y b) el nimero de
adultos posados sobre ésta, en varios periodos de observacion a partir de iniciado el

experimento.

Los periodos de observacion comprendieron las 12, 14, 16, 36, 38, 40, 60, 62 'y 64 h a
partir de iniciado el experimento, efectudndose tres observaciones diarias (cada dos
horas, a las 12, 14 y 16 h después de la cero lux) durante tres dias consecutivos. Dichos
periodos eran de oscuridad total. El recuento de adultos posados sobre la malla se realizd
a las 05.00, 07.00 y 09.00 h, de acuerdo a la inversion del fotoperiodo.

Se registraron la temperatura y la humedad relativa mediante un higrotermégrafo manual,
lo cual se hizo a las 1, 12, 14, 16, 20, 24, 36, 38, 40, 44, 48, 60, 62, 64 h de iniciado cada
experimento.

Se realizd un andlisis de varianza, mediante el paquete estadistico SAS (SAS Institute

2001). Las medias se compararon mediante una prueba de Duncan, con un nivel de

significancia del 95%.
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Fig. 11. Planta de cedro (tratada) protegida por una malla de malin para facilitar el
recuento de los huevos depositados y de los adultos posados.
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El modelo estadistico utilizado fue el siguiente:

Yi=p+ T+ e

Y;= Variable dependiente

=  Media general de los tratamientos

=  Efecto del i-ésimo tratamiento (sustancias)
e; = Error experimental

Para la variable huevos/hembra, se aplicé una prueba de Shapiro-Wilks y una prueba de
Levene, que identificaron falta de normalidad y homogeneidad de varianzas en los datos.
Por lo tanto, se realizé una transformacion para estabilizar las varianzas, consistente en la
divisibn de cada valor observado (huevos/hembra) entre la desviacion estandar
correspondiente a su tratamiento. Finalmente, se realiz6 una prueba de Duncan para
determinar las diferencias entre medias.

Para la variable adultos posados en la malla que cubre la planta, se realiz6 un ANDEVA
para medidas repetidas en el tiempo bajo un disefio completamente aleatorizado.
Finalmente, se aplicd una prueba de Fisher para determinar las diferencias entre medias.

54 EXPERIMENTOS CON FEROMONAS

Se efectuaron dos experimentos en el campo, con una duraciéon de dos meses cada uno,
ya que la vida media de las feromonas es de 7-8 semanas (Lilliana Gonzalez 2003,
ChemTica International, com. pers.). El primero se realizd en junio-julio y el segundo en
agosto-septiembre, cuando se presentan adecuados niveles poblacionales de H.
grandella en Turrialba (Taveras 1999), como para efectuar las evaluaciones. En ambos
casos se verificd que hubiera dafio reciente y abundante de esta plaga.

Los tratamientos consistieron en seis mezclas binarias de compuestos feromonales, mas

un testigo (trampa sin dispensador).
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Cada tratamiento se coloc6 en una trampa, y las trampas estuvieron espaciadas entre si
por al menos 10 m. Se utilizé un disefio experimental frestricto al azar, con cuatro
repeticiones por tratamiento. Las trampas se colgaron de postes de plastico a 1,70 m del
suelo, colocados entre las hileras de arboles de caoba.

Asimismo, se aprovechd para comparar la eficacia de trampas de dos tipos comerciales:
Unitrap y Wing Trap. El modelo Unitrap (Fig.12) es un envase plastico verde oscuro, en el
cual la feromona se coloca en la parte superior de la trampa y los machos caen en agua
mezclada con detergente depositada en el fondo. La Wing Trap (Fig. 13) corresponde a
dos partes de cartén blanco unidas por un alambre, en la cual la feromona se coloca en el
centro de la trampa y los machos quedan adheridos a una capa de pegamento en el fondo
de la parte inferior de la trampa.

Se realizdé un analisis de varianza, mediante el paquete estadistico SAS (SAS Institute
2001). Las medias se compararon mediante una prueba de Duncan, con un nivel de

significancia del 95%.

El modelo estadistico utilizado fue el siguiente:

Yi-p+ T+ g
donde
Y;= Variable dependiente
M= Media general de los tratamientos

;= Efecto del i-ésimo tratamiento (sustancias)

e;= Error experimental



Fig. 12. Evaluaciones en el campo de las trampas de feromonas modelo Unitrap.
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Fig. 13. Evaluaciones en el campo de las trampas de feromonas modelo Wing Trap.
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6. RESULTADOS
6.1 EVALUACION DE REPELENTES EN EL CAMPO

En este estudio inicialmente se habia establecido evaluar las sustancias en el tunel de
vuelo y las que resultaran ser repelentes para las hembras de H. grandella posteriormente
se someterian a evaluacion en el campo. No obstante, se decidid invertir el orden para
aprovechar que se aproximaban los meses en que se presenta el maximo pico
poblacional de esta plaga en Turrialba. Por lo tanto, la primera fase de este estudio se
efectué en el campo, donde se evaluaron las nueve sustancias y la segunda fase se
desarroll6 en el laboratorio con las sustancias que mostraron resultados prometedores en
el campo.

No obstante, debido al alto costo de formular estas sustancias en dispensadores, no se
pudo contar con un nimero elevado y deseable de éstos para colocarlos en suficientes
brotes, por lo que la evaluacion incluyé apenas un solo brote por repeticion, en el cual se
registraba la presencia o ausencia de dafo. Por tanto, el analisis de los resultados carecio
de sustento estadistico, ya que para evaluar una variable con tan solo dos oportunidades
(que ocurra o no dafio), seria necesario contar con suficientes repeticiones para estimar el
error experimental, mejorar la precision, controlar la varianza del error, etc. Por ello, con
este analisis fue imposible determinar con certeza si al detectar que no hubo diferencias
entre los tratamientos realmente ocurrié eso en realidad, o fue producto de la variacion
inherente. A continuacion se realizara un analisis descriptivo paralelo al inferencial, a fin
de explicar lo observado en campo.

En el primer experimento, los brotes tratados con estas sustancias fueron atacados por H.
grandella en dos a tres de sus repeticiones, generalmente (Cuadro 1), excepto los del
eugenol, que fueron atacados todos. Para cada uno de aquellos tratados con alcohol
bencilico, 1-hexanol, lavandula, benzaldehido y salicilato de metilo, hubo dos brotes
dafiados, mientras que con el cinamaldehido, perialdehido, verbenona y el testigo hubo
tres brotes atacados.

Al analizar los datos en conjunto (Fig. 14), no hubo diferencias significativas entre los
tratamientos (P > 0, 05). Sin embargo, con el eugenol se obtuvo el 100% de dafio, es
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Cuadro 1. Numero acumulativo de arboles de cedro dafiados semanalmente en los brotes tratados con cada sustancia.
Experimento |. Mayo-julio, 2003. CATIE, Turrialba.

Semana

1 2 3 4 5 6 7 8
w4 1 2 2z 2
1-hexanol 0 1 1 1 1 2 2 2
Lavandula 1 1 1 1 1 1 1 2
Benzaldehido 0 0 1 2 2 2 2 2
Cinamaldehido 0 1 2 2 2 2 3 3
Perialdehido 1 2 2 3 3 3 3 3
Verbenona 0 1 2 2 3 3 3 3
Eugenol 1 3 3 4 4 4 4 4
ﬁqaeliﬁgato de 0 0 0 0 1 1 2 2
Testigo 1 2 2 2 2 2 2 3
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Fig. 14 Porcentaje acumulativo del dafio segun el tratamiento. Experimento |. Mayo-julio,

2003. CATIE, Turrialba. Los promedios seguidos por una misma letra no difieren
estadisticamente (P = 0,05).
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decir que todas sus repeticiones fueron atacadas por H. grandella. Fue seguido por un
segundo grupo, constituido por el perialdehido, verbenona y el testigo (75% de dafio), es
decir, con dafio en tres de las cuatro repeticiones. Con el resto de las sustancias se
obtuvo un 50% de dafio.

No obstante, desde el punto de vista practico, no solo era importante el grado de ataque
al final del experimento, sino también la forma en que éste progresé durante el
experimento. Para facilitar su presentacion, los datos fueron graficados segun el grupo
guimico de las sustancias evaluadas.

De los alcoholes, en ninguno hubo méas de dos brotes dafiados durante el experimento, en
contraste con el testigo, en el que desde la 12 semana hubo dafio, el cual ascendié a dos
brotes durante las siguientes siete semanas, y en la Ultima aument6 a tres (Fig. 15D).
Entre ellos sobresalio la lavandula, pues hubo solamente un brote dafiado durante las
primeras siete semanas, el cual aumento a dos en la ultima semana (Fig. 15A). Los otros
dos alcoholes evaluados mostraron una tendencia parecida entre si. En el alcohol
bencilico, en las tres primeras semanas hubo apenas un brote dafiado, en la 42 aumento
a dos y asi permanecié hasta el final (Fig. 15C), mientras que en el 1-hexanol en la 12
semana no hubo dafio pero si en la 22 y se incrementd a dos en la 62 semana y asi
permanecio (Fig. 15B).

Con los aldehidos, el maximo dafio fue de tres brotes atacados, al igual que en el testigo
(Fig. 16D), excepto para benzaldehido, que fue de dos solamente. En éste ultimo, las dos
primeras semanas no sufri6 dafio, sino hasta la 32 y aumenté a dos en la 4°
permaneciendo asi hasta el final (Fig. BC). Los otros dos aldehidos mostraron una
tendencia mas o menos parecida entre si. Con el cinamaldehido en la 12 semana no hubo
dafio, sino que éste se manifestd en la 22, para la 3 se incrementé a dos brotes y hasta
en la ultimas dos semanas ascendio a tres brotes dafiados (Fig. 16B). Por su parte, con

el perialdehido hubo un ataque en la 12 semana, que aumentd a dos en la 2y atres a
partir de la 4* semana (Fig. 16A).

Dentro del grupo mixto, en un tratamiento el dafio ascendié a cuatro brotes atacados, que
fue el eugenol (Fig. 17A). Este fue atacado desde la 12 semana, subi6 rapidamente a tres
en la 22y a cuatro en la 4* semana. Por el contrario, sobresalié el salicilato de metilo, pues
no hubo dafio durante las cuatro primeras semanas, sino hasta la 5°,
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Fig. 15. Namero acumulativo de arboles atacados semanalmente por H. grandella, en
brotes tratados con alcoholes: lavandula (A), thexanol (B), alcohol bencilico (C) y el
testigo (D). Experimento |. Mayo-julio, 2003. CATIE, Turrialba.
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Fig. 16. Namero acumulativo de arboles atacados semanalmente por H. grandella, en
brotes tratados con aldehidos: perialdehido (A), cinamaldehido (B), benzaldehido (C) y el
testigo (D). Experimento I. Mayo-julio, 2003. CATIE, Turrialba.
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Fig. 17. Numero acumulativo de &rboles atacados semanalmente por H. grandella, en
brotes tratados con otros grupos quimicos: eugenol (A), verbenona (B), salicilato de metilo
(C) y el testigo (D). Experimento I. Mayo-julio, 2003. CATIE, Turrialba.
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alcanzandose un maximo de dos en la 7 semana (Fig. IZC). Por su parte, con la
verbenona no hubo ataque en la 12 semana sino en la 22, y el dafio ascendio a dos en la

3%y atres a partir de la 52 semana (Fig. 17B).

Sin embargo, como la parcela estaba conformada por arboles de cedro de distintas
procedencias y esto podria haber afectado la respuesta de la hembra de H. grandella al
localizar cada brote y ovipositar, se analizo este factor de variabilidad adicional (Fig. 18).
De los cinco arboles originarios de Costa Rica, todos fueron atacados (100%); no
obstante, de los nueve de Honduras solo seis fueron atacados (67%); de los 11 de México
fueron dafados seis (55%); de los 12 de Guatemala solo siete tuvieron dafo (58%), y de
los tres de Panama, solamente uno lo mostré (33%). Al efectuar el andlisis estadistico, no

hubo diferencias entre procedencias (P > 0,05).

Al analizar este factor segun el progreso semanal del dafio a los brotes, se obtuvo que tan
solo un arbol procedente de Panama sufri6 dafio en la 22 semana (Fig. 19E). En las
procedencias de México y Costa Rica el dafio aumenté de manera progresiva (Fig. 19Ay
D), mientras que para las procedencias de Guatemala y Honduras el dafio se estabilizo en
la 42 y 52 semanas, respectivamente (Fig. 19B, C).

En el segundo experimento, la frecuencia del ataque disminuyé en comparacion con el
primer experimento (Cuadro 2). El maximo dafio fue de tres brotes atacados, pero en un
solo caso (perialdehido), mientras que hubo tratamientos sin dafio, como la lavandula y el
eugenol. Hubo dos brotes dafiados en los tratamientos con lhexanol, cinamaldehido,
salicilato de metilo y el testigo, y apenas uno en aquellos con alcohol bencilico,
benzaldehido y verbenona.

Al evaluar los datos en conjunto (Fig. 2), no hubo diferencias significativas entre los
tratamientos (P > 0, 05). En dos de los tratamientos (lavandula y eugenol) no hubo dafio,
mientras que con el perialdehido se alcanz6 el 75% de dafio, es decir, tres de sus
repeticiones fueron atacadas por H. grandella. Fueron seguidos por un segundo grupo
(cinamaldehido, l-hexanol, salicilato de metilo y el testigo) con 50% de dafio, es decir,
con dafio en dos de las cuatro repeticiones, y un tercer grupo (alcohol bencilico,
benzaldehido y verbenona) con 25% de dafio.
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Fig. 18. Porcentaje total de &rboles de cedro, de distintas procedencias, que fueron
atacados por H. grandella. Experimento |. Mayo-julio, 2003. CATIE, Turrialba. Los
promedios seguidos por una misma letra no difieren estadisticamente (P = 0,05).
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Fig. 19. Numero acumulativo de arboles atacados semanalmente por H. grandella, segin
su procedencia: México (A), Guatemala (B), Honduras (C), Costa Rica (D) y Panama (E).
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Cuadro 2. Numero acumulativo de arboles de cedro dafiados semanalmente en los brotes tratados con cada sustancia.
Experimento Il. Julio-septiembre, 2003.

Semana

1 2 3 4 5 6 7 8
e o e o 11 a4
1-hexanol 0 0 2 2 2 2 2 2
Lavandula 0 0 0 0 0 0 0 0
Benzaldehido 0 0 0 1 1 1 1 1
Cinamaldehido 0 1 1 2 2 2 2 2
Perialdehido 1 2 2 3 3 3 3 3
Verbenona 0 0 1 1 1 1 1 1
Eugenol 0 0 0 0 0 0 0 0
iﬂiﬁgato de 0 1 1 2 2 2 2 2
Testigo 0 0 0 1 1 1 1 2
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Fig. 20. Porcentaje acumulativo del dafio segun el tratamiento. Experimento Il. Julio-
septiembre, 2003. CATIE, Turrialba. Los promedios seguidos por una misma letra no
difieren estadisticamente (P = 0,05).
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Al analizar el progreso del dafio semanalmente para los alcoholes, las tendencias fueron
muy variables. Por ejemplo, la lavandula no fue atacada (Fig. 21C). Al igual que el testigo,
con el alcohol bencilico no hubo dafio durante las tres primeras semanas, y apenas un
brote fue atacado en la 42 semana (Fig. 21B). Por su parte, con el 1-hexanol hubo dos

brotes atacados a partir de la 42 semana, permaneciendo asi hasta el final (Fig. 21A).

Con los aldehidos, el daflo maximo se presenté con el perialdehido, con tres brotes
atacados, lo cual ocurri6 desde la 42 semana, pero habia habido ataque desde la 12
semana, el cual se incrementd a dos en la 22 semana (Fig. 2A). Fue seguido por el
cinamaldehido, con el que no hubo dafio en la 12 semana, pero si en la 223 cuando un
brote fue atacado, y el dafio ascendi6 a dos a partir de la 42 semana (Fig. 2C). El
benzaldehido (Fig. 22B) aport6 resultados analogos al testigo, pues en las tres primeras
semanas no tuvo dafio y después uno solo, excepto que en el testigo el dafio aumento a
dos en la dltima semana (Fig. 22D).

En el grupo mixto, el maximo dafio fue de dos brotes brotes atacados y se present6 con el
salicilato de metilo, a partir de la 42 semana (Fig. 23A); en la 12 semana no hubo ataque,
sino que fue en la 22 cuando se manifesté el primer dafio. En contraste, con el eugenol no
hubo ataques (Fig. 23C), mientras que con la verbenona en las primeras dos semanas no
hubo dafio, pero lo hubo a partir de la 32 semana, y asi se mantuvo hasta el final (Fig.
23B).

Al igual que en el primer experimento, se analiz6 el efecto de la procedencia de los
arboles de cedro, pero no hubo diferencias significativas (P > 0,05) (Fig. 24). De los 10
arboles de Costa Rica, cuatro fueron dectados, alcanzandose el mayor porcentaje de
dafio (40%), seguido de cerca por los de Honduras (37%) (cuatro de 11 arboles),
Guatemala (36%) (tres de ocho arboles) y México (34%) (tres de nueve arboles). De los
dos de Panama, ningun arbol fue atacado.

Al analizar este factor segun el progreso semanal del dafio a los brotes, se obtuvo que los
arboles de México y Honduras sufrieron dafios a partir de la 22 semana de evaluacion,
estabilizandose en la 42 semana (Fig. 25 A, C), mientras que en los de Guatemala el dafio
aumentd de manera progresiva (Fig. 5B), y en los de Costa Rica (Fig. 25D) no hubo
dafio las primeras dos semanas, estabilizandose a partir de la 42 semana.
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Fig. 21. Namero acumulativo de arboles atacados semanalmente por H. grandella, en
brotes tratados con alcoholes:1-hexanol (A), alcohol bencilico (B), lavandula (C) y el
testigo (D). Experimento Il. Julio-septiembre, 2003. CATIE, Turrialba.
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Fig. 22. Numero acumulativo de arboles atacados semanalmente por H. grandella, en
brotes tratados con aldehidos: perialdehido (A), benzaldehido (B), cinamaldehido (C) y el
testigo (D). Experimento Il.  Julio-septiembre, 2003. CATIE, Turrialba.
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Fig. 23. Numero acumulativo de arboles atacados semanalmente por H. grandella, en
brotes tratados con otros grupos quimicos: salicilato de metilo (A), verbenona (B), eugenol
(C) y el testigo (D). Experimento Il. Julio-septiembre, 2003. CATIE, Turrialba.
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Fig. 24. Porcentaje total de arboles de cedro, de distintas procedencias, que fueron
atacados por H. grandella. Experimento Il. Julio-septiembre, 2003. CATIE, Turrialba. Los
promedios seguidos por una misma letra no difieren estadisticamente (P = 0.05).
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Fig. 25. Numero acumulativo de arboles atacados semanalmente por H. grandella, segin
su procedencia: México (A), Guatemala (B), Honduras (C), Costa Rica (D) y Panama (E).
Experimento IlI. Julio-septiembre, 2003. CATIE, Turrialba.
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6.2 EVALUACION DE REPELENTES EN EL TUNEL DE VUELO

Por razones de tiempo, en esta fase de laboratorio solamente se evaluaron las cinco
sustancias que mostraron algun grado de proteccion en el ataque de H. grandella a brotes
de cedro en el campo. En un principio se tomd varios meses para desarrollar la
metodologia de laboratorio y posteriormente al iniciar los ensayos, el tiempo que tomaba
cada repeticion (cinco dias), impidi6 evaluar las demas sustancias, debido a que se
contaba con un periodo limitado para finalizar el experimento.

En el tunel de vuelo se evalud la respuesta o comportamiento de ambos sexos de H.
grandella frente a las sustancias volétiles (aterrizaje en la malla que cubria la plantula de
cedro) y también la respuesta de oviposicion de las hembras. Sin embargo, al obtener los
resultados y analizarlos, se determiné que éstas presentaban mucha variabilidad entre
repeticiones, por lo que se aplicaron pruebas adicionales a las previamente descritas en la
metodologia, para tratar de eliminar este efecto.

En realidad, por razones logisticas, no siempre se pudo contar con una proporcion de
sexos de 1:1, aunque se trat6 de mantenerla (Cuadro 3). Las excepciones fueron el
alcohol bencilico y la lavandula, con cifras mas contrastantes. A pesar de esto, en el
primero de ellos, asi como en el cinamaldehido y el salicilato de metilo, se lograron
valores totales de oviposicion mas o menos cercanos, pues variaron entre 496 y 642. El
menor valor se obtuvo para el testigo (286) y el mayor para la lavandula (1363).

En cuanto a los promedios de oviposicion, los valores difirieron, pues los valores minimo y
maximo fueron de 9,5 (testigo) y 23,5 (lavandula). El andlisis de varianza para dicha
variable no resultdé significativo (p > 0,05) (Anexo 4), pero ésta no cumplia con los
supuestos necesarios (normalidad y homogeneidad de varianzas) para que el analisis
fuera valido; esto se demostré con las pruebas de normalidad de Shapiro-Wilks (p<
0,0001) y de homogeneidad de varianzas de Levene (p= 0,02). El analisis posterior de los
datos transformados aportd diferencias altamente significativas entre tratamientos (p<
0,0001) (Anexo 5), de los cuales el testigo se diferencié claramente del resto de los
tratamientos (Fig. 26, Anexo 6).

La cantidad promedio de huevos depositados por hembra fue menor en el testigo (10), y
entre los tratamientos vario entre 14 (salicilato de metilo) y 22 (lavandula) (Cuadro 4).
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Cuadro 3. Valores reales del nimero de adultos de H. grandella incluidos en cada
repeticion y el nUmero de huevos colocados en experimentos de tunel de
vuelo para cada tratamiento.

Tratamiento Repeticion N° machos N° hembras N°huevos Huevos/hembra
Alcohol bencilico 1 18 14 65 4.64
2 4 11 47 4.27
3 19 9 181 20.11
4 5 8 246 30.75
Total 46 42 539
Lavandula 1 10 20 332 16.60
2 3 10 100 10.00
3 10 19 744 39.15
4 4 9 187 20.77
Total 27 58 1363
Cinamaldehido 1 10 7 41 5.85
2 7 7 198 28.28
3 11 12 69 5.75
4 7 6 188 31.33
Total 35 32 496

Salicilato metilo 1 9 11 136 12.36
2 9 10 68 6.80
3 9 14 357 25.50
4 6 7 81 11.57
Total 33 42 642
Testigo 1 10 6 71 11.83
2 10 10 78 7.8
3 7 7 65 9.28
4 8 7 72 10.28
Total 35 30 286
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Fig. 26. Promedios de oviposicion por hembra para cada tratamiento y sus valores
transformados. Las barras blancas muestran promedios reales y las barras negras
muestran los promedios transformados al dividirlo por su desviacion estandar. Los
promedios seguidos por una misma letra no difieren estadisticamente (P = 0,05).
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Cuadro 4. Promedios de los nimeros de hembras presentes y de huevos depositados
para cada tratamiento, en el tinel de vuelo.

Tratamiento Hembras Huevos Huevos/hembra
X+ D.E. X+ D.E. X+ D.E.
Alcohol bencilico 10,50 + 2,65 134,75 + 95,01 14.94 + 12.87
Lavandula 14,50 + 5,80 340,75 + 285,36 21.63 +14.50
Cinamaldehido 8,0+2,71 124 + 80,59 17.81 +13.92

Salicilato de metilo 10,50 + 2,89 160,50 + 134,27 14.06 + 8.01

Testigo 750+1,73 71,50 £ 5,32 9.80+1.70

*DE= desviacion estandar
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Asimismo, la variabilidad entre tratamientos para el nimero de hembras que participaron
en cada experimento fue mayor con la lavandula (5.8) y menor en el testigo (1.73), lo cual
fue congruente con la variabilidad en la oviposicion, que fue la maxima (285.36) con la
lavandula y la minima (5.32) en el testigo (Cuadro 4).

En promedio, en los experimentos participaron cerca de 17 y 25 individuos, segun el
tratamiento. El conjunto de insectos utilizados para cada experimento decrecié a medida
gue transcurrié el tiempo (Fig. 27), debido a su muerte. Para el cinamaldehido y el testigo
la mortalidad fue méas notable que en los demas tratamientos.

En la malla que cubria la planta tratada siempre hubo adultos posados, aunque se
observo variacion segun los intervalos de cada experimento (Fig. 28), no se encontro
diferencias significativas entre los periodos de observacion (Anexo 7). Cabe destacar que
estos periodos de observacion fueron en oscuridad total, y que diariamente se realizaban
tres cada dos horas (12, 14 y 16 h después de la cero lux).

Para el cinamaldehido y la lavandula, la tendencia fue que el total de adultos posados
disminuyo6 con el tiempo. Es decir, la presencia de adultos fue mayor en las primeras
observaciones diarias (12 h después de la cero lux), para luego ir decreciendo a medida
gue se aproximaba el periodo de luz. Con los demas tratamientos, en algunos periodos la
tendencia fue variable o inversa. A pesar de ello, mediante el analisis de varianza (Anexo
7) mo se detectd un efecto de la interaccion tratamiento X tiempo (p > 0,05), aunque si
hubo diferencias entre tratamientos (p < 0,05) (Anexo 8). El cinamaldehido y la lavandula
fueron los tratamientos que tuvieron la mayor cantidad de adultos posados en la planta
tratada, seguidos por el testigo (Fig. 29).

En cuanto a diferencias entre los periodos de observacion, las hubo (p < 0,05) (Anexo 9),
y se observé que la mayor cantidad de adultos posados se registro a las 12, 60y 64 h, y
la menor a las 36 h, es decir, a las14h después de las cero lux, en el segundo dia (Fig.
30).

Finalmente, cabe indicar que la temperatura y la humedad relativa no fueron muy

variables entre los tratamientos durante los experimentos. La temperatura varié entre 24-
27°C y la humedad entre 67-87% (Anexo 10).
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Fig. 27. Promedio de adultos que participaron en los diferentes periodos de observacion
para cada tratamiento: alcohol bencilico (A), cinamaldehido (B), lavandula (C), salicilato
de metilo (D) y el testigo (E).

69



10

Adultos posados
Adultos posados

12 114 16 36 38 40 60 62 64 12 14 16 36 38 40 60 62 64

Periodo de observacion (h) Periodo de observacion (h)

14 4
C =
" N D
8 |
g ¥ o 7
Q7
3 g
n 8 < 6
o %)
o o
» o 5
£ 6 )
=] = 4
ie]
<, 2 ]
2.
2
11
0 0
2 4 1 36 38 40 60 62 64 2 4 1 36 38 40 60 62 64
Periodo de observacion (h) Periodo de observacion (h)
9
8 E
7
8
3 91
@
g 51
o
g 41
=
3 3
<
2.
14
0.

2 14 16 36 38 40 60 62 64

Periodo de observacion (h)

Fig. 28. Promedio de adultos posados en la malla que cubria la planta de cedro, en cada
periodo de observacion para cada tratamiento: alcohol bencilico (A), cinamaldehido (B),
lavandula (C), salicilato de metilo (D) y el testigo (E).
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