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CAPITULO I: MONOGRAFIA

COMPORTAMIENTO SEXUAL EN TORTRICIDOS MEDIADO POR
COMPUESTOS QUIMICOS FEROMONALES EN ESPECIES PRESENTES EN
CHILE.
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En lepiddpteros, los mecanismos de aislamiento reproductivo ocurren principalmente por
aspectos del comportamiento sexual, del que se han definido cuatro etapas principales:
Ilamado, el cual implica frecuentemente posturas 0 movimientos que ayudan a la emision y
posterior distribucion de feromonas (Cade, 1985; Parra et al., 2006; Altesor et al., 2010);
basqueda y orientacidon, corresponde a la respuesta al llamado que hace el sexo opuesto
mediante maniobras que favorecen la ubicaciéon de la fuente (Kennedy, 1977); cortejo,
incluye una serie de movimientos y posturas que ocurren cuando ambos sexos interactian a
corta distancia, previo a la copula (Cade, 1985; Alexander et al., 1997), lo que contribuye a
la identificacion y evaluacién de un potencial compafiero sexual; y finalmente la copula,
que incluye el acople y transferencia de material genético del macho a la hembra (Baker y
Carde, 1979; Altesor et al., 2010). Todas estas conductas en su conjunto sirven, entre otros
propdsitos, a evitar las copulas interespecificas (Curkovic y Brunner, 2007).
Adicionalmente, las feromonas sexuales también juegan un importante rol en el aislamiento
intraespecifico, permitiendo la orientacion, encuentro e identificacion del compariero sexual
(Grant, 1991; Borden, 1993).

En el Orden Lepidoptera, la familia Tortricidae tiene gran importancia agricola a nivel
mundial (Van der Geest y Evenhuis, 1991), pues disminuyen los rendimientos de los
cultivos y afectan su comercializacion en los productos (Gonzalez, 2003). Entre los
tortricidos de mayor importancia econémica en Chile, se encuentran polillas introducidas,
como la polilla de la manzana (Cydia pomonella L.), la polilla oriental (Cydia molesta
Busck), la polilla del racimo de la vid (Lobesia botrana Denis & Schiffermuller) la polilla
del frejol (Crocidosema aporema Walsingham) y polillas endémicas, como la polilla
enrolladora de frutales (Proeulia auraria Clarke), la polilla enrolladora de las vifias
(Proeulia triquetra Obraztsov) y la polilla enrolladora de la hoja del manzano (Proeulia
chrysopteris Blutler). Estas plagas, tienen gran importancia econdémica por su capacidad de
afectar especies frutales y leguminosas, ademas de su estatus cuarentenario en productos
de exportacion (Arretz et al., 1975; Gonzélez, 2003).

Entre 2007 y 2012 se han producido numerosos rechazos en las exportaciones de frutas
chilenas por la presencia de C. pomonella, C. molesta y Proeulia spp. (Moore, 2013). Para
L. botrana, recientemente detectada en Chile, hasta el momento no se han encontrado
registros de rechazos cuarentenarios. Por otro lado, C. aporema ha producido cuantiosas
pérdidas economicas en la produccion de semilla de alfalfa desde 1975 (Arretz et al.,
1981). Para las especies introducidas, la informacion sobre su conducta y taxonomia
abundan (Avidov y Harpaz, 1969; Baker y Cardé, 1979; Gonzéalez, 2003; Llanos y Marin,
2004; Altesor et al., 2010; Vacas, 2011; SAG, 2015), no asi para las especies endémicas en
donde, la informacion en su conducta es escasa y antigua (Faccin, 1979), y sélo existen
algunos estudios recientes de las caracteristicas taxondmicas (Gonzalez, 2003; Razowski y
Pelz, 2010, Cepeda y Cubillos, 2011).

Estas plagas se controlan normalmente con insecticidas convencionales, pero, su uso tiene
numerosos efectos secundarios negativos. Por lo tanto, el desarrollo de controles



alternativos es de suma importancia en el manejo sustentable de cultivos. Para ello,
disponer de informacion sobre su conducta y ecologia quimica ayudara al desarrollo de
estrategias apropiadas para programas de Manejo Integrado de Plagas basadas en la
modificacion de la conducta de apareamiento, en particular de aquellas fases dependientes
de la feromona sexual. Estas tecnologias de manejo de plagas son herramientas
particularmente atractivas por su accién especifica, sin riesgos conocidos para el ambiente,
y permiten la supervivencia de otras especies benéficas, o que aumenta la biodiversidad
local. Ademas, no tienen efectos adversos conocidos sobre las personas, y su uso permite
incluso reducir el uso de insecticidas en la agricultura (Curkovic y Ferrera, 2010). Por ello,
el estudio del comportamiento sexual, adem&s de incrementar el conocimiento, es
importante como linea base para el desarrollo de nuevas estrategias de control de plagas
que adopten las técnicas convencionales existentes a su uso mas eficiente.

1. Tortricidos

Los tortricidos son una de las principales familias de Lepidoptera de importancia agricola a
nivel mundial (Van der Geest y Evenhuis, 1991). Incluye més de 9.800 especies de
pequefias polillas de habitos nocturnos o crepusculares (Guilligan y Epstein, 2012), sus
larvas polifagas son defoliadoras o perforadoras de brotes, flores, legumbres o frutos
carnosos (Gonzalez, 2003), causan pérdidas de rendimiento de los cultivos y afectan la
comercializacion.

En Chile, esta familia esta representada por las subfamilias Olethreutinae y Tortricinae. En
Olethreutinae destacan cuatro especies que causan grandes pérdidas en pomaceas (C.
pomonella), carozos (C. molesta), uva vinifera (L. botrana) y leguminosas (C. aporema).
La subfamilia Tortricinae incluye como Unica tribu de importancia agricola y cuarentenaria
en Chile a Euliini (Gonzalez, 2003), que contiene 20 géneros y 76 especies, incluyendo 38
especies de Proeulia y varios otros géneros sin connotacién econdémica (Razowski y Pelz,
2010). En estas 38 especies descritas para Chile, destacan tres de gran importancia
econdmica: la polilla enrolladora de frutales (P. auraria), el enrollador de las vifias (P.
triquetra) vy la polilla enrolladora de la hoja del manzano (P. chrysopteris). Estas especies,
han sido estudiadas por diversos autores, que indican dafios en uva vinifera, carozos,
pomaéceas, Kiwi y citricos, entre otros (Campos et al., 1981; Gonzalez, 1989; Gonzélez,
2003).

1.1. Polilla de la manzana (Cydia pomonella)

Perteneciente a la tribu Grapholitini, es la plaga mas importante a nivel mundial del
manzano y peral. En Chile afecta ademas al nogal, membrillo, cerezo, y con menos
frecuencia, damascos, ciruelas, nectarinos y duraznos. Su dafio lo hace en el fruto, con
mordeduras y perforaciones profundas y dirigidas hacia la semilla, e incluso perforandolas
(Gonzalez, 2003). Tiene caracter cuarentenario para Corea, Filipinas, Taiwan y Japén, y
ademas no se permite su ingreso en paises donde ya esté presente (Bolivia, Brasil, Canada,
Colombia), y también en paises en donde esta plaga no tiene posibilidades ecoldgicas ni
hospederos para establecerse (Cuba y Ecuador) (Gonzélez, 2003). Las poblaciones de C.
pomonella més significativas desde el punto de vista econdmico se ubican entre las



regiones del Libertador General Bernardo O’Higgins y del Maule, las que concentran mas
de 80% de la superficie nacional productora de manzanas (Klein y Waterhouse, 2000).

1.2. Polilla de los carozos (Cydia molesta)

Esta plaga de la tribu Grapholitini es importante para los frutales de carozo en varias
regiones de Chile. Este tortricido tiene una gran polifagia y afecta principalmente brotes y
frutos de carozos y secundariamente pomaceas y ornamentales. Su distribucién geografica
sobre plantas cultivadas abarca desde la Region de Coquimbo a la Regién de la Araucania.
Esta plaga primaria de duraznos y nectarinos causa mayores dafios en frutos, afecta en
estado larvario a brotes tiernos, provocando serios problemas en la formacion de los
arboles. Entre las poméaceas el membrillo es el més afectado; le sigue el peral y en menor
grado el manzano (Gonzélez, 2003). La larva puede afectar mas de un brote, se introduce
en su interior y hace una galeria que termina por secarlo (Llanos y Marin, 2004).

1.3. Polilla del racimo de la vid (Lobesia botrana)

Este insecto originario de Europa, es para Chile una plaga de importancia cuarentenaria
(SAG, 2008), debido a que en su area de origen, se comporta como una plaga primaria de
los vifiedos. En la actualidad es una de las plagas méas graves en vid vinifera (Vitis spp.) a
nivel mundial, su principal hospedero, de preferencia variedades tintas, y ademas tiene un
amplio registro de hospederos alternativos (Guilligan et al., 2011). En Chile se ha
determinado su presencia en todas las regiones con vid, desde la region de Atacama a la
Regién del Bio-Bio. Actualmente esta plaga se concentra en las Regiones Metropolitana,
Libertador General Bernardo O'Higgins y Maule (SAG, 2015). El dafio lo causa la larva al
alimentarse directamente sobre las bayas de uva en los racimos, lo que conlleva pudricion y
deshidratacion de las bayas, y disminuye los rendimientos si no se toman medidas de
control. Ademas favorece pudriciones por la proliferacién de hongos como Botrytis cinerea
(Vacas, 2011).

1.4. Polilla del frejol (C. aporema)

Este tortricido neotropical, oligéfago, se encuentra distribuido desde el sur de EE.UU.,
México, América Central y del Sur (Castillo, 2009). Las larvas se alimentan
endofiticamente de leguminosas herbaceas (Caballero, 1972). Afecta los brotes,
inflorescencias y perfora los capis nuevos donde la larva dafa la semilla (Urretabizkaya et
al., 2010)

1.5. Polilla enrolladora de frutales (P. auraria)
Tortricido nativo de Chile, ha sido citada por sus dafios en uva vinifera, carozos, pomaceas,
Kiwi y citricos, entre otros (Campos et al., 1981; Gonzalez 1989; Gonzalez, 2003).

La especie P. auraria fue descrita por primera vez por Clarke en 1949, con seis machos
colectados en el cajon del Maipo (Regidén Metropolitana), bajo el género Eulia. Luego, en
1964, Obraztsov reviso la especie y describio los caracteres morfoldgicos de la hembra de
varios ejemplares obtenidos de la zona central y los trasladé al género Proeulia (Gonzalez,
2003).



Actualmente, P. auraria es considerada la plaga secundaria de mayor potencial primario en
un gran numero de especies frutales, tales como vid, frutos de carozo y pomaceas, nogales
y naranjos. En uva de mesa y vinifera puede constituirse como plaga primaria por sus dafios
directos sobre el racimo y follaje, o por sus dafios indirectos al facilitar el ingreso de
Drosophila y de hongos patdgenos como B. cinerea (Gonzélez, 2003). Esta especie
representa un riesgo mayor, ante la eventual masificacion del control especifico de otros
tortricidos plagas a través de su feromona sexual, lo que puede llevarla a un estatus superior
de plaga, situacién que ha ocurrido en otros paises que han implementado estos cambios en
el manejo fitosanitario, donde se ha observado una incidencia creciente de plagas nativas de
habito similar a P. auraria (Beers et al., 1993).

Su connotacion cuarentenaria en EE.UU., China, Europa, Taiwan y Japon, le agrega
mayores riesgos (Gonzalez, 2003). La ubicacion geografica de P. auraria es bastante
amplia, ya que se extiende desde las Regiones de Coquimbo a Los Lagos, y es ademas una
de las especies mas polifagas en el grupo de los enrolladores presentes en la zona central.
Esta especie tiene una gran diversidad de plantas hospederas (plantas cultivadas, malezas y
arbustos), y causa un mayor dafio a la fruticultura de hoja caduca y persistente. Posee dos
generaciones al afio, con diapausa invernal en hoja caduca y aparentemente al menos 3
ciclos sin reposo invernal en hospederos de hoja persistente, notablemente en citricos. Sus
larvas se alimentan de brotes, flores y frutos, en los que hace galerias superficiales en el
exocarpio e ingresa en el mesocarpio; en hojas se alimenta de las laminas, en que pliega
mediante hilos de seda (Alvarez y Gonzalez, 1982; Gonzéalez, 2003; Ripay Larral, 2008).

1.6. Polilla enrolladora de las vifias (P. triquetra)

Esta especie se encuentra desde la Regidn del Maule hasta la Region de los Lagos. Entre
sus hospederos estan uva vinifera, manzanos, frambuesas y otros berries, ademas de otras
plantas arbustivas ornamentales (Cepeda y Cubillos, 2011). P. triquetra es polifaga con
dafio principal durante su generacion estival, se ha revelado como importante en uva
vinifera al sur de Curic6. Aunque todavia se considera una especie emergente debe
considerarse su control en la segunda generacion en las zonas de Lontué, Molina y Linares
para reducir el impacto de Botrytis (Gonzalez, 2003).

1.7. Polilla enrolladora de la hoja del manzano (P. chrysopteris)

Esta especie se encuentra desde la Region de Valparaiso hasta la Region del Maule, entre
sus hospederos se encuentran ciruelo, damasco, duraznero, kiwi, manzano, naranjo, peral,
vid, caqui y limonero (Klein y Waterhouse, 2000; Cepeda y Cubillos, 2011). Su dafio se
traduce en flores cortadas, frutos perforados con galerias amplias que pueden comprometer
toda la superficie interna de un ramillete floral. Al igual que P. auraria, tiene dos
generaciones al afio y diapausa invernal (Gonzalez, 2003).

2. Comportamiento animal
El comportamiento es definido como un conjunto de acciones en las que un animal vivo

(Yela, 1996; Matthews y Matthews, 2010), resuelve las dificultades a los que se ve
enfrentado a lo largo de su vida (Yela, 1996; Carranza, 2010; Matthews y Matthews, 2010).



El comportamiento es una respuesta que no implica, necesariamente, estados conscientes
(Carranza, 2010). Es un proceso fisico, registrable y cuantificable, generado a partir de una
relacién del ser vivo con su ambiente y con otros individuos conespecificos (Yela, 1996).

La etologia es la disciplina que se aboca al estudio del comportamiento animal.
Etimoldgicamente la palabra etologia procede de las raices griegas ethos (costumbres) y
logos (tratado). “Esta ciencia intenta comprender los comportamientos exhibidos por
individuos bajo diferentes situaciones y caracterizar su comportamiento” (Matthews vy
Matthews, 2010).

El estudio del comportamiento animal busca identificar sus causas proximas y ultimas. Las
primeras hacen referencia a un determinado comportamiento, y las causas Ultimas a ¢para
qué el animal tiene un comportamiento determinado?, ¢cual es su objetivo? (Matthews y
Matthews, 2010).

2.1. Métodos de descripcion y cuantificacion del comportamiento

La etologia se ha basado en la obtencion sistematica de informacion que permita cuantificar
la conducta generada de manera espontanea. Para ello, en la observacion se registran
objetos o fendmenos tal como se presentan en la naturaleza, sin introducir ninguna
modificacion (Cantd, 2004). El objetivo es predefinir, desde el continuo observable del
comportamiento, categorias conductuales o unidades de conducta, las que seran registradas
por uno 0 mas observadores cada vez que ocurran. El primer paso es seleccionar la muestra
de sujetos gque seran objeto de estudio y luego considerar un método adecuado de registro,
el que puede ser in vivo, y/o apoyado en la grabacion de las sesiones de observacion. En
este caso, el registro es posterior gracias a la revision de las cintas de video, y se puede
apoyar con codificacion (letras, nimeros, trazos) para hacerlo mas rapido y facil (Cantd,
2004).

Posteriormente se describen los pasos observables homogéneos y discretos (Castrovillo y
Cardé, 1980), mutuamente excluyentes y integros dentro de la secuencia de
comportamiento, es decir, se observan cambios en las posiciones del sujeto, orientado hacia
el entorno en el cual esté incluido (Lahitte et al., 2002).

Los propdsitos de estas metodologias son, entre otras, 1) describir o caracterizar el
repertorio conductual de la especie (creacion de etogramas), 2) evaluar la asociacién entre
las cadenas de actos efectuadas por cada sujeto (que se cuantifican a través de medidas
conductuales como la frecuencia de cada paso o unidad de conducta), 3) medir la duracién
media de las secuencias (Vea, 1990), y 4) cuantificar la variabilidad individual o global
(estereotipia) del repertorio analizado (Facundo et al., 1999). El indice de estereotipia
(Haynes y Birch, 1984) proporciona informacion valiosa en el estudio de secuencias
(Girling y Cardé, 2006). Estas metodologias se pueden utilizar en bioensayos. Aquellos
utilizados en estudios conductuales son herramientas basicas para evaluar la actividad
bioldgica de los estimulos quimicos y visuales involucrados en la busqueda de alimento,
plantas hospederas o una pareja sexual por un organismo (Finch, 1986). Los principales
bioensayos se basan en la respuestas fisioldgicas o conductuales de organismos completos o
en las respuestas electrofisioldgicas de 6rganos o estructuras aisladas (Hare, 1998). Existen



diferentes bioensayos para evaluar las respuestas conductuales de un organismo a un
estimulo quimico determinado, y pueden desarrollarse tanto en el campo como en
laboratorio, en arenas experimentales pequefias o en un tdnel de viento (Curkovic et al.,
2006; Altesor et al., 2009; Altesor et al., 2010). Los bioensayos en tinel de viento, segun
Baker y Cardé (1984), necesitan aire en movimiento controlado, con fuerza y direccion
uniformes entre ensayos. Los quimicos volatiles son transportados por el viento en una
pluma de olor y las repuestas de comportamiento del organismo se registran de acuerdo a la
entrada o salida de dicha pluma de compuestos (Hare, 1998). Las respuestas obtenidas a
partir del vuelo de un insecto son altamente integradas, por lo que los ensayos en este
equipo son los mas discriminatorios en el area de la investigacion de feromonas (Hare,
1998).

2.2. Etograma: Unidad basica de un estudio de comportamiento

Se le llama “ectograma” a un “conjunto de descripciones amplias de los patrones de
comportamiento caracteristicos de una especie” (Lehner, 1979). Los etogramas pueden ser
hechos para el repertorio global de la especie 0 para una seccién de éste al que se le
atribuya una funcion especifica. Estos Gltimos han dado origen a la creacion de etogramas
parciales (Canto, 2004).

El estudio aislado de un comportamiento en base a su funcién, ha permitido obtener
informacidn relevante sobre diversas conductas. En insectos existe evidencia de este tipo de
estudios, por ejemplo, en avispas (Vespula germénica F., Hymenoptera: Vespidae), el
comportamiento de forrajeo de las obreras es altamente estereotipado (Espinoza, 2006). Por
otra parte, en el &caro Theridion evexum (Araneae: Theridiidae) se han descrito sus
secuencias depredadoras (Ferreira y Gongalves, 2005); en cerambicidos existen estudios de
los comportamientos de llamado (Barbour et al, 2006; Ferrera, 2009), busqueda del macho
hacia la hembra (Ferrera, 2009), agresion, estridulacion (Michelsen, 1966), cortejo-copula
(Michelsen, 1963; Michelsen, 1966; Fonseca y Sarbin, 2009). En lepiddpteros, los
comportamientos de apareamiento y cépula han sido ampliamente definidos (Baker y
Cardé, 1979; Baker et al., Roelofs, 1981; Curkovic et al., 2006).

3. Estereotipia

Se define “estereotipia” a una secuencia de movimientos repetida, y relativamente
invariable (Mason, 1991; Concha, 2010). Zahavi (1979) sugiere que la estereotipia
proporciona un trasfondo uniforme sobre el que pueden destacar de forma mas clara
diferencias sutiles en la ejecucion de la sefial por los animales, y que la repeticion aumenta
la redundancia de las sefiales, y podria estar relacionada con la eleccion de la pareja sexual.
En insectos, el indice de estereotipia es utilizado para identificar la variabilidad dentro de
la secuencia de un comportamiento especifico (Haynes y Birch 1984). Este indice asigna
una medida objetiva al nivel de variabilidad asociado a una transicién de comportamiento
en una tabla de contingencia de un repertorio analizado (Facundo et al., 1999; Girling y
Cardeé, 2006). Fagen y Young (1978), consideran como altamente estereotipadas las
secuencias de comportamiento en que las frecuencias relativas tienden a 1, es decir, el
comportamiento es siempre precedido por un acto Unico y unidireccional. Este indice



proporciona herramientas para el estudio de secuencias conductuales (Girling y Cardé,
2006).

4. Comportamiento sexual en insectos

La mayoria de los comportamientos en insectos esta programada genéticamente para surgir
de manera estereotipada inmediatamente al percibir el estimulo apropiado. Sin embargo,
otros comportamientos pueden ser modificados fisiolégicamente (etapas juveniles y adultas
pueden responder en forma a estimulos idénticos) o mediante aprendizaje (adquisicion de
nueva informacion, por ejemplo, cambios espaciales en el ambiente o caracteristicas
visuales u olfatorias nuevas) (Gullan y Cranston, 2014).

El comportamiento sexual en insectos se presenta en cuatro fases: 1) el llamado de la
hembra, mediante la emision de la feromona sexual (Cade, 1985; Gemeno et al., 2005), que
ocurre en un determinado estado fisioldgico del individuo (ej. una vez que alcanza la
madurez sexual), bajo condiciones ambientales particulares, por ejemplo en cierto rango de
temperaturas (Bento et al. 1993), y frecuentemente implica conductas particulares
observables (posturas) que facilitan la emision de las feromonas (Cade 1985); 2) respuestas
del macho hacia la feromona sexual, mediante la deteccion y reconocimiento de las
sefiales, esta conducta implica maniobras que favorecen la basqueda y orientacion hacia la
fuente (vuelo zigzaguente y/o pendular tras pistas quimicas) (Kennedy, 1977); 3) El
cortejo, que incluye una serie de eventos que ocurren cuando ambos sexos se encuentran a
corta distancia e interacttan, previo a la copula (Alexander et al., 1997) donde usualmente
el macho hace la mayor inversion de energia. En insectos el cortejo también involucra a
veces la participacion de semioquimicos de corto alcance (Baker y Carde 1979), y 4)
finalmente la ultima fase, la cOpula entre ambos sexos para la transferencia de material
genético (Alexander et al., 1997, Cade 1985).

4.1. Comportamiento sexual en tortricidos

Se ha encontrado que el comportamiento sexual de la familia Tortricidae es muy similar
entre varias especies, como en C. pomonella (Ferro y Akre, 1975; Castrovillo y Cardé,
1980), C. aporema (Altesor et al., 2010), Choristoneura rosaceana Harris (Curkovic, et
al., 2006), C. fumiferana (Palaniswamy et al., 1979; Grant, 1987), y Pandemis pyrusana
Kearfott (Curkovic et al., 2006), y se han definido cuatro etapas en secuencia: llamado,
busqueda del macho hacia a hembra, cortejo y cdpula, las que representan un mecanismo de
aislamiento etolégico que evita encuentros interespecificos que, de ocurrir, representarian
un alto costo para la especie (Curkovic y Brunner 2007) (Figura 1).
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Figura 1. Secuencia del comportamiento sexual en C. aporema. (1) Llamado de la hembra. (2) Busqueda del

macho hacia la hembra. (3) Cortejo (primer contacto macho — hembra a través de las antenas). (4) Ambos
ejemplares se ubican para el acople de genitalias. (5) Cépula (Altesor, et al., 2010).
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4.1.1. Llamado: emisién de feromona sexual durante la exposicién de una glandula interna,
en el extremo posterior del abdomen de una hembra virgen para liberar un atrayente
especifico (Parra et al., 2006; Altesor et al., 2010). Consecuentemente en esta etapa es
fundamental el uso de sefiales quimicas intraespecificas denominadas feromonas (Romero,
et al., 2005). Estas feromonas tienden, en general, a ser similares entre especies
emparentadas, aunque la especificidad se logra por el uso de compuestos semejantes, pero
con diferencias en grupos funcionales, insaturaciones, proporciones relativas, etc. (House et
al., 1998). Por ejemplo, en especies de Tortricidae cercanas filogenéticamente, compuestos
relativamente similares pueden servir como sefiales quimicas inhibidoras de respuesta
sexual interespecifica (estas sefiales en la naturaleza permiten modificar la conducta y asi
impedir encuentros o copulas entre distintas especies emparentadas) (Curkovic y Brunner,
2007).

4.1.2. Busqueda: En respuesta al Ilamado, el macho detecta y reconoce las sefales,
mediante maniobras que favorecen la bdsqueda y orientacion hacia la fuente (Kennedy,
1977). Esta blsqueda se realiza mediante un vuelo en zigzag hacia la fuente de feromona,
el que disminuye en amplitud y velocidad a medida que los individuos se aproximan a la
hembra, hasta hacerse pendular (“casting” en inglés), lo que les permite a los machos
mantenerse dentro de la “pluma de olor” y aterrizar a corta distancia (a pocos cm) de la
hembra y caminar raudamente hacia ella mientras dirige sus antenas hacia adelante y
efectlia un “aleteo rapido” permanente.

4.1.3. Cortejo: El cortejo, que incluye una serie de eventos que ocurren cuando ambos
Sexos se encuentran a corta distancia e interactuan, previo a la copula (Alexander et al.,
1997), donde usualmente el macho hace la mayor inversion de energia. En insectos el
cortejo también involucra a veces la participacion de semioquimicos de corto alcance
(Baker y Carde 1979). La caracterizacién del cortejo permite comprender las interacciones
intraespecificas, pues sirve para asegurar el reconocimiento y encuentro conespecifico
exitoso (aquel que termina en copula). El cortejo también sirve para que el individuo que
decide el resultado de un encuentro de este tipo, evalGe al potencial compafiero sexual y lo
acepte o, eventualmente, lo rechace si no satisface sus expectativas (“fitness”). La
caracterizacion de estas conductas permite identificar los respectivos mecanismos de
evaluacion, y sirve al desarrollo de estrategias de manejo de plagas basadas en la
modificacion de su conducta sexual, como en el uso de formulaciones de atracticidas
(Curkovic, et al 2006). En algunas especies, como en C. pomonella (Castrovillo y Cardé,
1980; Ferro and Akre, 1975), C. aporema (Altesor et al., 2010), C. rosaceana (Curkovic et
al., 2006), C. fumiferana (Palaniswamy et al., 1979; Grant,1987), y P. pyrusana (Curkovic
et al., 2006), el macho se aproxima a la hembra con sus antenas dirigidas hacia delante. En
cambio, en Homona coffearia Nietner (Lepidoptera: Tortricidae), el macho camina con sus
antenas, dirigidas hacia atrés, en contacto con sus alas delanteras (Shimizu y Tamaki,
1980). En todas las especies con descripcion detallada de esta etapa, los machos extienden
sus pelos abdominales (“hair pencils”) distales antes del “primer contacto”, el que ocurre
entre algln apéndice o la cabeza del macho, con distintas partes del cuerpo de la hembra, en
un paso que puede servir para el reconocimiento especifico (Baker et al., 1981). Sélo en P.
pyrusana macho y hembra contactan sus cabezas durante esta etapa. Una secuencia atipica
ocurre en C. molesta, donde luego del “primer contacto”, el macho permanece inmovil
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mientras la hembra se voltea hacia él y lo contacta, antes de proseguir la secuencia (Baker y
Cardé, 1979).

4.1.4. Copula: La copula, que sigue al cortejo, es la etapa final de una secuencia sexual
exitosa (Altesor et al., 2010). Esta etapa consiste en el intento de acoplamiento por parte del
macho, lo que frecuentemente implica una ubicaciéon paralela al cuerpo de la hembra
mientras curva el extremo posterior del abdomen los pelos abdominales se ubican en forma
perpendicular al eje de su cuerpo y expone parte de su genitalia. Frecuentemente, las
secuencias de las etapas del comportamiento sexual terminan con éxito (en cépula), pero
hay informes de hembras que evitan y escapan del macho (Curkovic et al., 2006).

5. Feromonas

En 1959 Karlson y Butenandt proponen el término feromona del griego “pherein” (llevar) y
“horman” (estimular). Las feromonas son sustancias semioquimicas secretadas por un
individuo y percibidas por otro individuo de la misma especie, en el que causan un
comportamiento especifico (Cisneros, 1995; House et al., 1998). Las feromonas de tipo
sexual son las responsables de la localizacion del congénere conespecifico (Acin, 2007). En
las hembras de la mayoria de los lepidopteros, la feromona sexual es producida por una
estructura glandular que se abre entre el octavo y noveno segmentos abdominales. Durante
los periodos de receptividad de la hembra, las feromonas son emitidas al aire y
transportadas por el viento. La feromona sexual esta formada por varios compuestos (la
mayoria alcoholes y acetatos). Uno o mas compuestos principales, que forman la mayor
proporcion de los componentes feromonales, cumplen el rol del llamado a larga distancia y,
otros compuestos menores intervienen solo en la Gltima fase de acercamiento y copula
(Cichodn et al., 2001). Tanto los compuestos principales como secundarios conforman la
feromona completa y Unica, y logran la especificidad de la sefial, por lo que, se necesita que
la mezcla de la feromona sexual artificial tenga todos sus componentes, pues si no, se
puede reducir significativamente las respuestas de los machos (Curkovic y Brunner, 2007).

En C. pomonella la feromona sexual se ha identificado como (E,E)-8-10-dodecadien-1-ol.
Para su uso practico se ha sintetizado el isdbmero “trans”, que produce una mayor reaccion
sensorial en los machos. Comercialmente, este compuesto de produce bajo el nombre de
“codlemone”, que impregna una capsula de goma con 1 mg del producto, en fibras
capilares o microcéapsulas polimerizadas, diluido en agua (Gonzalez, 2003). EI macho capta
estos volatiles mediante sus antenas, y se dirige hacia la fuente de la emision mediante
varios vuelos cortos y cruzados para finalmente llegar en la trampa cerca del emisor
(Gonzélez, 2003).

En su feromona sexual, G. molesta tiene cuatro componentes: (Z)-8-dodecenyl acetato (Z-
8-DDA), (E) isomero (E-8-DDA), (Z)-8-dodecen-1-ol y dodecanol. De la misma forma que
para C. pomonella, el control para C. molesta se ha desarrollado en Chile a través de la
interrupcién del apareamiento con la feromona (Z)-8-dodecenyl acetato (Gonzalez, 2010).
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En L. botrana, el control mediante el método de confusion sexual se basa en la emision de
la feromona sintética (E, Z)-7,9-dodecadienil acetato, desde unos difusores instalados sobre
las vides (Marquinez, 2012).

Para C. aporema se han identificado dos compuestos quimicos en la feromona sexual, (Z,
Z)-7,9-dodecadienol y (Z, Z)-7,9-acetato de dodecadienilo. En paises de Latinoamérica,
especialmente en Uruguay, el uso de la feromona sexual de C. aporema para el seguimiento
de la plaga se presenta como una opcién viable y aplicable en el corto plazo, que permitiria
avanzar en una estrategia de manejo sustentable de plagas de soja y otras leguminosas, y
evitarse el uso excesivo de insecticidas convencionales que finalmente eliminan los
enemigos naturales y esto amenazan la sustentabilidad de los agroecosistemas (Altesor et
al., 2009).

La feromona sexual de P. auraria es emitida por la hembra durante el crepusculo y entre 10
y 11°C (Alvarez y Gonzélez, 1982; Reyes-Garcia et al., 2014). Investigaciones de Faccin
(1979) permitieron conocer los componentes primordiales de la feromona emitida por
hembras virgenes. Posteriormente se sintetizd la feromona Trans-11-tetradecen-1 y 1-
acetato en proporcion 7:3 (Gonzélez, 2003). Estudios recientes de las universidades
Catolica de Valparaiso y de Chile han indicado que los componentes quimicos encontrados
en la glandula feromonal de hembras virgenes de P. auraria serian: 500 pg (E)-11-
Tetradecenil acetato (E11-14: OAc), 5 ug (2)-11-tetradecenil acetato (Z11-14: OAc), 150
ug (E)-11-tetradecenol (E11-14: OH) y 70 pg acetato (14:0Ac) (Reyes-Garcia et al.,
2014).

En P. triquetra recientemente se ha descrito el horario en que ocurre la conducta del
llamado (05:00 y 07:00 h) y con tal informacién se pudo identificar los componentes
bioldgicamente activos presentes en su glandula feromonal de la hembra, siendo estos: (Z)-
11-tetradecenil acetato (Z11-14:0Ac), (E)-9-dodecenil acetato (E9-12:0Ac), y (E)-11-
tetradecenil acetato (E11- 14:0Ac) (Bergmann et al., 2015 (publicacion enviada).

Con respecto a P. crysopteris, aun no hay informacion cientifica de los componentes de su
feromona sexual.

6. Consideraciones finales

El estudio del comportamiento sexual y la estimacion de su estereotipia, son importantes
para disefiar estrategias de control basadas en feromonas especificas. Por ejemplo, la
caracterizacion del cortejo y del primer contacto puede ser fundamental en el desarrollo de
atracticidas orientados a la eliminacion de machos de insectos plaga (Curkovic et al., 2006).
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CAPITULO II: ARTICULO CIENTIFICO

CARACTERIZACION DEL COMPORTAMIENTO SEXUAL Y ESTIMACION

DEL GRADO DE ESTEREOTIPIA DE Proeulia auraria CLARKE
(LEPIDOPTERA: TORTRICIDAE)
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Resumen

Proeulia auraria, una especie nativa de Chile, causa dafios en vides, ardndanos, manzanos
y perales, entre otros, y tiene estatus cuarentenario. El desarrollo de controles alternativos
de esta plaga es de gran importancia en el manejo agricola sustentable del pais. La
identificacion de la feromona sexual de P. auraria, en el 2014, permitird evaluar nuevos
controles alternativos, pero antes se debe disponer de una linea base conductual. Para ello
se caracterizd el comportamiento sexual de P. auraria y su grado de estereotipia. En
laboratorio, se determind el horario en que ocurre la conducta de llamado (05:00 y 07:00
h, n = 55 secuencias). Para evaluar las respuestas de los machos se hicieron ensayos en
laboratorio y campo y se obtuvieron secuencias de vuelo de 22 individuos. Para el cortejo,
se obtuvieron 8 parejas de individuos, con 5 cortejos exitosos. Estas secuencias se
analizaron ya sea con la prueba de Chi-cuadrado o con la prueba Exacta de Fischer, lo que
indicd que cada paso conductual depende del paso inmediatamente anterior y que las
transiciones entre secuencias de pasos fueron estereotipadas. Este estudio ayudarad al
desarrollo de nuevas técnicas de control para esta plaga, basadas en la modificacion de su
conducta sexual.

Palabras clave:
Linea base conductual, conductas estereotipadas, manejo integrado de plagas.

Abstract

Proeulia auraria, a native species from Chile, causes damage to vineyards, blueberries,
apple trees, pear trees, among others, and has quarantine status. The development of
alternative controls for this pest is very important to the sustainable agricultural
management of the country. The identification of the sexual pheromone of P. auraria, in
2014, will allow to evaluate new alternative controls, but before there must be a based
behavioral line. For that, it was characterized the sexual behavior of P. auraria and its
stereotype grade. In laboratory assays, the time in which calling behavior occurs was
characterized (05:00 — 07:00 h) from a total of 55 sequences. To evaluate male responses,
field and laboratory assays were performed and the flight sequences from 22 males were
obtained. For courtship, eight pairs of individuals who courted were obtained, of which 5
were successful. These sequences were analyzed with Chi-square or Fisher’s Exact tests,
indicating that each behavioural step depends on the immediately preceding step and that
transitions among step sequences were stereotyped. This study will support the
development of new control techniques for this pest, based on modifying their sexual
behavior.

Keywords:
Based behavioral line, stereotype behavior, integrated pest management.
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Introduccion

La familia Tortricidae tiene gran importancia agricola a nivel mundial (Van der Geest y
Evenhuis, 1991), al disminuir en los rendimientos de los cultivos y afecta la
comercializacion de los productos (Gonzalez, 2003). En Proeulia auraria Clarke, una plaga
de impacto creciente en la fruticultura chilena (Curkovic, 2014), los antecedentes de su
conducta y ecologia quimica son muy acotados y antiguos (Faccin, 1979), y principalmente
existen estudios taxondmicos (Razowski y Pelz, 2010; Cepeda y Cubillos, 2011). En Chile,
P. auraria afecta varias especies frutales, tiene rol cuarentenario (Gonzélez, 2003), y
causan cuantiosos rechazos en la exportacion de fruta fresca (Curkovic, 2014).

Esta plaga se controla normalmente con insecticidas convencionales, aunque su uso tiene
numerosos efectos secundarios negativos. Por ello, es necesario entender el
comportamiento sexual mediado por la feromona sexual, lo que servira para desarrollar una
alternativa al uso de insecticidas, utilizando compuestos feromonales de manera de alterar
el comportamiento de este insecto, para impedir su reproduccion y dafio en el campo. En
este sentido es fundamental la identificacion reciente de la feromona sexual de P. auraria
(Reyes-Garcia et al., 2014). Con esta investigacion se plantea sentar las bases para el
primer desarrollo de estas tecnologias en Sudamérica contra especies nativas de la region.

Caracteristicas generales de P. auraria

La polilla enrolladora de frutales P. auraria causa dafios en uva vinifera, carozos,
pomaceas, Kiwi y citricos, entre otros (Campos et al., 1981; Gonzalez 1989, 2003).
Actualmente, P. auraria es la plaga de mayor potencial clave en un gran numero de
especies frutales, como vid, frutos de carozo y pomaéceas, nogales y naranjos. Es un insecto
cuarentenario, pues su presencia causa rechazos de las partidas de fruta en la inspeccion
previa al embarque (Ripa y Larral, 2008). Se encuentra desde la regién de Coquimbo a la
region de Los Lagos, y es una de las especies mas polifagas del grupo de los enrolladores
en la zona central. Esta especie tiene una gran diversidad de plantas hospederas (plantas
cultivadas o malezas y arbustos), y tiene un mayor potencial de dafio a la fruticultura de
hoja caduca y persistente. Sus larvas se alimentan de brotes, flores y frutos, y destacan por
defoliar brotes, y enrollar las hojas (Alvarez y Gonzalez 1982; Ripa y Larral, 2008).

Comportamiento sexual en insectos

El comportamiento sexual en insectos tiene cuatro fases: 1) el llamado, el que implica
frecuentemente posturas 0 movimientos que ayudan a la emisién y posterior distribucién de
la feromona (Cade, 1985; Gemeno et al., 2005) 2) el comportamiento de busqueda del
compafiero sexual, donde se desarrollan una serie de maniobras para encontrarlo (Kennedy,
1977), 3) el comportamiento de cortejo, el que incluye una serie de eventos que ocurren
cuando ambos sexos se encuentran a corta distancia e interactdan en forma previa al acople
(Alexander et al., 1997), 4) y finalmente la copula, en donde ocurre el acople de las
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genitalias y la transferencia de gametos del macho (Altesor et al., 2010). Tanto la conducta
del llamado como el cortejo, son inducidos por los semioquimicos (Gemeno et al., 2005).

Comportamiento sexual en la familia Tortricidae

El comportamiento sexual en las especies de Tortricidae es muy similar, como Cydia
pomonella (Ferro y Akre, 1975; Castrovillo y Cardé, 1980), Crocidosema aporema
(Altesor et al., 2010), Choristoneura rosaceana (Curkovic et al., 2006), C. fumiferana
(Palaniswamy et al., 1979; Grant, 1987), y Pandemis pyrusana (Curkovic et al., 2006).
Esta secuencia tiene cuatro etapas: Ilamado, basqueda del macho hacia a hembra, cortejo y
copula. El llamado corresponde a la emision de feromona sexual por una hembra virgen
para atraer a los machos de su especie (Parra et al., 2006; Altesor et al., 2010). La busqueda
es la respuesta al llamado que hace el sexo opuesto, mediante maniobras conductuales que
favorecen la ubicacion de la fuente de feromona (Kennedy, 1977). Una vez que los
individuos se encuentran proximos, el cortejo cumple un rol en la identificacion y
evaluacion del potencial compafiero sexual (Cade, 1985). La secuencia exitosa de cortejo
finaliza con la copula donde se acoplan las genitalias y ocurre la transferencia de gametos
del macho (Altesor et al., 2010).

Feromonas sexuales en la familia Tortricidae

Las feromonas sexuales son responsables de la localizacién, por parte del sexo receptor, del
congénere emisor para el éxito reproductivo (Acin, 2007). En las hembras de la mayoria de
los lepiddpteros, la feromona sexual es producida por una estructura glandular que se abre
entre los segmentos abdominales octavo y noveno (Chichon et al, 2001). Durante los
periodos de receptividad de la hembra, esta feromonas es emitida al aire y transportada por
el viento. La feromona sexual estd conformada por varios compuestos, por ejemplo,
alcoholes y acetatos. Uno o més compuestos principales tienen el rol del llamado a larga
distancia y otros compuestos menores intervienen sélo en la Gltima fase de acercamiento y
cépula (Cichén et al.,, 2001). Tanto los compuestos principales como secundarios
conforman la feromona completa y Unica, y confieren especificidad en la sefial (Curkovic y
Brunner, 2007). La feromona sexual de P. auraria es emitida por la hembra durante las
ultimas dos horas de la escotofase, y ha sido descrita recientemente (Reyes-Garcia, et al.,
2014).

Estereotipia

El indice de estereotipia es una herramienta valiosa para el estudio de secuencias
conductuales (Haynes y Birch, 1984; Girling y Cardé, 2006). Este indice asigna una medida
objetiva al nivel de variabilidad asociado a una transicion de comportamiento en una tabla
de contingencia de un repertorio analizado (Facundo et al., 1999; Girling y Cardé, 2006).
Fagen y Young (1978) consideran como altamente estereotipadas las secuencias de
comportamiento en que el indice de estereotipia tiende a 1. Es decir, cada paso conductual
es siempre precedido por un acto unico y unidireccional.

El estudio de estos comportamientos y la estimacion de su estereotipia son importantes para
disefiar estrategias de control basadas en feromonas especificas, asi como la caracterizacién
del cortejo y del primer contacto puede ser fundamental en el desarrollo de formulaciones
de atracticidas orientadas a la eliminacion de machos de plagas (Curkovic et al., 2006).
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Hipotesis

El comportamiento sexual de Proeulia auraria es estereotipado.

Objetivos

Objetivo general:

Caracterizar el comportamiento sexual y estimar el grado de estereotipia de machos y
hembras de Proeulia auraria en laboratorio.

Objetivos especificos:

1. Caracterizar la conducta de llamado y estimar el grado de estereotipia de hembras
virgenes de P. auraria.

2. Caracterizar la respuesta de aproximacion y busqueda de machos virgenes y estimar
el grado de estereotipia a fuentes de feromona sexual.

3. Caracterizar las conductas de cortejo de machos y hembras virgenes de P. auraria 'y
estimar el grado de estereotipia.
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Materiales y Métodos

I. Ubicacion del estudio

La crianza de insectos y los experimentos de laboratorio se llevaron a cabo durante las
temporadas del afio 2011 y 2015 en el Laboratorio de Comportamiento y Ecologia Quimica
de Insectos del Departamento de Sanidad Vegetal de la Facultad de Ciencias Agronémicas
de la Universidad de Chile, comuna de la Pintana, Santiago, Chile. Los ensayos de campo
preliminares se hicieron en el predio agricola Santa Emiliana, ubicado en Nancagua Region
del Libertador General Bernardo O Higgins.

I1. Material Bioldgico

Los individuos utilizados para el estudio se obtuvieron desde plantas de Vitis vinifera, y
galega (Galega officinalis L.), en los que se observaron sintomas y signos caracteristicos de
infestacion de P. auraria, ubicados en la localidad de Nancagua.

La crianza de P. auraria, ademas de la colecta en campo involucré una supervision
constante de las colonias en laboratorio, que se mantuvieron en una camara a una
temperatura de 22 + 5° C, una humedad relativa de 50 + 5% y un fotoperiodo 16:8 (luz:
oscuridad). El horario del fotoperiodo fue retrasado 6 h, en una segunda camara de crianza,
para poder hacer los ensayos durante el dia en el laboratorio. Las larvas se mantuvieron en
dieta fresca (hojas de galega o vid) en envases plasticos redondos, de 2,5 cm de diametro
transparentes, cerrados, con ventanas laterales y cubiertas de tul en la tapa, para permitir la
ventilaciéon, y se les proporciono dieta artificial en cajas plasticas transparentes, con
pequefios orificios de ventilacion en la tapa.

Las pupas se sexaron observando la morfologia del extremo del abdomen, bajo una lupa
entomoldgica y conservadas individualmente en frascos de polietileno en la camara de
crianza. Al emerger los adultos, parte de ellos se destinaron a mantener la colonia y el resto
para los ensayos y estudios correspondientes a esta tesis.

En los ensayos se utilizaron individuos de 1 dia desde la emergencia y sin malformaciones.

Manejo del experimento:

Material quimico: Para los ensayos de respuestas de aproximacion y busqueda de machos
virgenes a fuentes de feromona sexual, se utilizd el componente principal (E)-11-
Tetradecenil acetato (E11-14: OACc) en dosis de 500 pg (Reyes-Garcia et al., 2014).

Equipos:

Tunel de viento: Para los ensayos en laboratorio de la caracterizacion de las respuestas del
macho hacia la fuente feromonal y las hembras, se utilizé un tunel de viento en el
laboratorio, de estructura de acrilico, de 1,5 m x 50 cm, y también se adapt6é un tunel
pequefio fabricado con tul de 50 cm x 20 cm.
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El tanel de viento consiste de tres partes: a) una zona de entrada en la que el aire se acelera
y el flujo se regula, b) una seccion de trabajo, y generalmente menor a 1 m de didmetro, y
¢) una zona de salida donde el aire es desacelerado (Finch, 1986).

Camara de video: Para filmar las conductas del comportamiento sexual de P. auraria se
utilizé una camara de video (SONY Handycam, HDR-SR10, Japdn)

Notebook: Las grabaciones se reprodujeron directamente desde la camara de video en un
notebook (modelo VAIO SVE-11125CLP, marca SONY, Japon) lo que permitio definir la
secuencia de los pasos observables, discretos y homogéneos (Fagen y Young, 1978;
Facundo et al., 1999; Curkovic, 2004).

I11. Condiciones de estudio

Condiciones ambientales

a) Conductas de llamado y cortejo en laboratorio: Durante todas las filmaciones de
estas conductas se registraron las condiciones ambientales en las que ocurrieron. La
temperatura y velocidad del viento en promedio fueron 20,48 °C y 3,63 m/s,
respectivamente. El viento se mantuvo con un ventilador encendido a 2 m de la
arena experimental (para el caso de la conducta del llamado se utiliz6 hembras
virgenes de un dia de edad, se llevaron a frascos de vidrio transparente de 6,5 cm de
alto y 5,5 cm de diametro, con un velo en la parte superior para permitir la
circulacion de aire). Cada hembra permanecié en los frascos 30 min para la
aclimatacion antes de iniciar el periodo de filmacién, evitando el efecto de
“situacion nueva” (Ved, 1990). Posterior a la aclimatacion, se esperd hasta que el
individuo comenzara a hacer posturas caracteristicas del llamado. Para el caso del
cortejo la metodologia fue la misma, sélo que en vez de estar una hembra virgen
sola, ésta estaba con un macho virgen. La HR media fue de 27,30% vy la intensidad
luminica de 0,01 Lux.

b) Respuestas de los machos a fuentes feromonales en el campo: Durante
observaciones preliminares de campo, las condiciones ambientales, entre las 24:00 y
03:00 h, fueron temperatura (16,7°C), velocidad del viento (2,6 m/s), intensidad
luminica (0,01 Lux) y finalmente una HR de 57,1%.

c) Respuestas del macho a fuentes feromonales en tinel de viento en laboratorio:
Para evaluar las respuestas de los machos a fuentes feromonales se controlaron las
condiciones ambientales, que fueron, en promedio, una temperatura 20,02 °C,
velocidad del viento de 0,5 m/s, HR de 26,7% e intensidad luminica de 0,01 lux.

Observaciones preliminares
a) Horario y noche en que ocurre la conducta del llamado en la hembra: Durante
el 2011 se llevo a cabo un periodo inicial de observacion de hembras virgenes de P.
auraria, a fin de evaluar el horario en que ocurria la conducta de llamado, durante
tres noches seguidas de haber emergido las hembras, esto es debido a que en la
mayoria de las especies de tortricidos esta conducta se presenta en esta etapa, pues
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es cuando las hembras alcanzan su maximo de liberacion de la feromona sexual
(Vickers y Rothschild, 1991; Altesor et al., 2010). La observacion y filmacion se
mantuvieron entre las 00:00 y 08:00 h., periodo descrito por Baker y Cardé (1979),
ya que las hembras de esta familia (Tortricidae) tienen usualmente una conducta de
Ilamado en horas de la escotofase. Las secuencias conductuales se filmaron
mediante la técnica animal focal, un método de observacion en el que se registra un
individuo durante un periodo determinado y se observa el momento en gque ocurran
los pasos conductuales (Altmann, 1974). Durante este periodo de observacion la
filmacion se hizo a una distancia de 1 m de la arena experimental. No hubo registros
visuales de las hembras entre las 08:00 y 23:59 h.

De acuerdo a lo observado en este estudio preliminar, 11 individuos presentaron la
conducta de llamado durante 1 ¢ 2 noches y ninguno “llamo” las tres noches
consecutivas, sin embargo, para efectos logisticos en cuanto al estudio del resto de
las conductas, sin dejar de utilizar individuos recientemente emergidos, se evaluaron
los individuos solo durante la primera noche. El horario en que se desarroll6
mayormente esta conducta fue entre las 05:00 y 07:00 h, estas condiciones se
replicaron en laboratorio para los siguientes estudios con hembras.

b) Condiciones ambientales y horario de respuestas del macho hacia su feromona
sexual: Se realizd un estudio preliminar en el campo para conocer las condiciones
ambientales y el horario en que ocurren las respuestas de los machos hacia su
feromona sexual en campos infestados. Se instalaron trampas tipo Delta con
emisores cargados con el componente feromonal principal. Se registraron la
temperatura, humedad relativa, velocidad del viento, intensidad luminica y horario
en que ocurren las capturas de machos que responden a la feromona sexual, durante
seis noches en la primavera. EI mayor nimero de capturas (100 machos, durante las
6 noches), se obtuvo entre las 24:00 y 03:00 h. Los registros de las condiciones
ambientales y la captura de machos en las trampas se hicieron cada hora. Después
de haber obtenido tal informacion se replicaron en laboratorio esas condiciones
ambientales para los estudios con machos y hembras.

Ensayos conductuales

Para evaluar las secuencias conductuales del comportamiento de P. auraria y evaluar su
grado de estereotipia, se hicieron ensayos, filmando los individuos de un dia de vida,
durante la primera noche desde la emergencia, y luego se observaron los registros
audiovisuales de las conductas, bajo las mismas condiciones ambientales de las
observaciones preliminares.

La matriz de transicion y la duracion total del comportamiento sexual se obtuvieron desde
revisiones posteriores de los videos (Mori y Saito, 2006), con las que se obtuvo la
ocurrencia y duracion de cada paso conductual (Vea, 1990).

Para caracterizar cada fase del comportamiento sexual en P. auraria se utilizaron 55
secuencias de hembras virgenes llamando, 22 secuencias de machos virgenes en respuestas
a feromona sexual de esta especie (17 a emisores en campo, 3 a emisores en laboratorio y 2
a hembras virgenes en laboratorio), 8 secuencias de cortejo y 5 secuencias de copula.
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Ensayo 1. Caracterizacion de la conducta de llamado y estimacion del grado de
estereotipia de hembras virgenes de P. auraria: Para caracterizar la conducta de
llamado y estimar su grado de estereotipia se hicieron ensayos durante las
temporadas de primavera — verano de 2011 y 2014. Se observaron 55 hembras
adultas virgenes de P. auraria (incluyendo 11 individuos de las observaciones
previas), emergidas desde el material de colonia. La metodologia ya fue descrita en
el ensayo preliminar.

Ensayo 2. Caracterizacion de la respuesta de aproximacion y busqueda de
machos virgenes y estimacion del grado de estereotipia a fuentes de feromona
sexual: Para caracterizar las respuestas de los machos hacia fuentes feromonales, se
hicieron ensayos de campo (febrero 2013) y laboratorio durante la temporada
primavera verano de 2014-2015. Se observo un total de 63 machos, de los cuales se
obtuvieron 17 secuencias del vuelo en el campo y 5 secuencias en laboratorio.

Al comienzo, se intentd mantener las mismas condiciones ambientales que en el
ensayo preliminar de campo. Sin embargo, la conducta del llamado en laboratorio
ocurrié en condiciones distintas (mayor velocidad del viento y menor HR), ademas,
al intentar mantener una velocidad del viento dentro del tanel similar a la obtenida
en campo, los machos no volaban. Por tanto, considerando las velocidades de viento
reportadas para otros tortricidos (entre 0,3 y 0,7 m/s) en condiciones controladas
(Baker y Carde, 1979; Curkovic et al., 2006), se utilizé un promedio de 0,5 m/s.

Este ensayo se hizo a las 05:00 y 07:00 h, de acuerdo a lo observado en la conducta
del llamado. En el estudio preliminar se utilizé feromonas sintéticas y no hembras
(debido a no poseer una cantidad suficiente de ejemplares en la colonia del
laboratorio). Se estima que los machos podrian sobre-estimularse al estar expuestos
a compuestos feromonales durante periodos extensos, y anticipar la respuesta de
aproximacion, como se vio en el horario en que ocurri6 tal conducta en campo.

Para los ensayos de laboratorio, los machos se ubicaron al nacer en jaulas de
polietileno de 5,5 cm de largo x 2,5 cm de didmetro. Donde permanecieron 30 min
en el tunel de viento antes de comenzar el ensayo para su aclimatacion. De los 5
ensayos efectuados, en 3 de ellos se expusieron a la feromona sexual sintética y el
resto se expuso a hembras virgenes. Los machos antes de comenzar el ensayo, se les
abrieron la puerta de la jaula, para asi poder activarse (caminatas de un lado para
otro). Las secuencias de vuelo se dieron por iniciadas con el despegue del macho,
previo a activarse, luego un vuelo tipo casting, y finalmente la llegada, ya sea con
caminata y aleteo rapido alrededor del emisor o de la hembra, o caminata y aleteo
rapido cercano a la fuente.

Para los analisis estadisticos y caracterizacion de la conducta de vuelo sélo se
utilizaron las secuencias de campo, ya que el nimero de ejemplares en laboratorio
fue muy acotado (n = 5).

Ensayo 3. Caracterizacion de las conductas de cortejo y cépula de machos y
hembras virgenes de P. auraria y estimacion del grado de estereotipia: Este
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experimento, se desarrollo durante la temporada primavera verano del 2014 - 2015.
Las parejas se obtuvieron de la colonia establecida en laboratorio (n = 31 parejas),
de las cuales se observaron 8 secuencias de cortejos y 5 de las cuales terminaron en
copula. Al nacer, cada pareja se introdujeron en un frasco de vidrio transparente de
6,5 cm de alto y 5,5 cm de didmetro, con un velo en la parte superior para permitir
circulacion de aire y se esperaron 30 min para la aclimatacion. Las filmaciones se
grabaron entre las 05:00 y 07:00 h, segun lo determinado en el ensayo de la
conducta de llamado. Luego se espero6 que las parejas comenzaran a interactuar.

IV. Analisis estadistico

El registro detallado de las secuencias de las conductas de llamado, respuestas de machos y
cortejo se resumieron en tablas de contingencia basadas en los modelos de primer orden de
Markov (mientras que un acto puede ser deterministicamente seguido por el segundo, el
segundo puede solamente ser probabilisticamente precedido por el primero) (Fagen y
Young, 1978; Liimatainen y Hoikkala, 1998). Estas tablas proporcionan la frecuencia de
transicién de una conducta a todas las otras posibles, asumiendo que la probabilidad de
ocurrencia de un paso dentro del comportamiento depende sélo de la identidad de la unidad
de conducta previa (Liimatainen y Hoikkala, 1998), para ello, se asign6 para cada celda de
la tabla (0 matriz) el nimero de individuos que, realizando un paso en particular
(columnas), haya realizado un paso previo (filas) dentro de la secuencia. Por lo tanto, las
frecuencias que se obtuvieron fueron de transicion (Girling y Cardé, 2006).

Para analizar si existe asociacion general entre los pasos que conforman las secuencias del
comportamiento sexual en P. auraria se hicieron test de Chi-cuadrado (Fagen y Young,
1978; Espinoza, 2006: Ferrera, 2009) y la prueba Exacta de Fisher (Espinoza, 2006:
Ferrera, 2009). El test de Chi-cuadrado se utilizd cuando los resultados esperados
cumplieron con los criterios establecidos por Fagen y Young (1978), quienes mencionan
que ningun valor debe ser menor a 1; y que no méas del 20% de ellos sea inferior a 5. La
Prueba Exacta de Fisher se utilizo cuando los criterios del Chi-cuadrado no se cumplieron.
Esta prueba también tiene restricciones para los valores esperados, de ellos al menos el
20% debe ser menor a 5 y el valor minimo esperado inferior a 3.

Las hipotesis planteadas se contrastaron usando un nivel de significacion del 5% y se
describen a continuacion:

Ho: No existe dependencia o asociacion entre los pasos que conforman la secuencia.
Ha: EXxiste dependencia o asociacion entre los pasos que conforman la secuencia.

Para evaluar la magnitud de la asociacion entre los pasos que conformaron las secuencias
conductuales sexuales en P. auraria se calcul6 el coeficiente de contingencia respectivo
(Ferrera, 2009).

El programa estadistico utilizado para ambos tests fue el Statistical Package for the Social
Sciences (SPSS) version 15.0.
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Para conocer aquellos pares de pasos estadisticamente significativos dentro de la secuencia
general de comportamiento sexual en P. auraria se utilizé el estadigrafo Y = (xij - mij)/
\(mij) propuesto por Fagen y Young (1978), en donde xij representa la frecuencia
observada en la celda (i,j); y mij representa la frecuencia respectiva esperada en la celda.
Este estadigrafo discrimina si la transicion, acto i al acto j, ocurre con una frecuencia que
difiere significativamente (p < 0,05) de la ocurrencia por azar. Valores de |Y| > o
(X2*df)/ R, (donde R = numero de pasos del repertorio de la especie), implican transiciones
significativas (Fagen y Young (1978).

Las hipdtesis planteadas se contrastaron con un nivel de significacion del 5% y se describen
a continuacion:

Ho: La transicidn entre pasos ocurre por azar y por tanto no es significativa.
Ha: La transicion entre pasos no ocurre por azar y por tanto es significativa.

En la construcciéon de etogramas, se utilizan transiciones significativas (Osorio-Osorio y
Cibrian-Tovar, 2000). La secuencia general de pasos significativos mas comdn dentro de la
matriz por concordancia entre altas probabilidades de transicién y altas frecuencias
observadas (Girling y Carde, 2006).

La variabilidad (grado de estereotipia) de la secuencia general del comportamiento sexual
de P. auraria, se calcul6 a través de los indices de estereotipia (Sli) y estereotipia global

(SI).

Z(Pij)z — (Z Pi)? / ri

(1—1/r)

Sli= ,con0<Sli<1

donde Pij es la probabilidad de transicion desde el paso de comportamiento i a todos los
otros posibles comportamientos j; ri es el nimero de posibles transiciones desde el
precedente comportamiento i. Para obtener el indice de estereotipia de la secuencia global
de comportamiento (SI), el valor obtenido de Sli para cada paso del comportamiento (fila)
se pondero por su frecuencia en relacion al comportamiento total observado. La suma de
estos valores para cada paso resultd en el valor del indice de estereotipia para la secuencia
global (S1) (Charlton y Carde, 1990).

Con respecto a valores de Sl para el comportamiento sexual de la especie Exomala
orientales (Coleoptera: Scarabaeidae), Facundo et al., (1999) definen como valores
altamente estereotipados a aquellos superiores a 0,87, mientras que Charlton y Cardé
(1990) sefialan como altamente estereotipados a aquellos superiores a 0,92 y como
moderadamente estereotipado a 0,76. Finalmente, Ferrera (2009), al observar variabilidad
un valor de estereotipia alto y moderado, estimé un promedio de los autores ya sefialados y
estimo que valores de Sl superiores o iguales a 0,89 serian altamente estereotipados y
aquellos entre 0,76 y 0,88 serian moderadamente estereotipados. Por lo tanto, en el presente
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estudio también se utilizo este criterio para evaluar el indice de estereotipia. En los casos
que el SI fue menor a 0,76 pero superior a 0,5 se consideraron como levemente
estereotipados.
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Resultados
1. Caracterizacion de la conducta de llamado y estimacion del grado de estereotipia de
hembras virgenes de P. auraria.

El horario del llamado en hembras de P. auraria, ocurrié mayoritariamente entre las 05:00
y 07:00 h (Figura 1).
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Figura 1. Horario del llamado de hembras virgenes de P. auraria, durante 55 secuencias de tal conducta.

También se evalud la duracion de la conducta de llamado en hembras virgenes de P.
auraria (Figura 2), la que resulté muy variable, con secuencias desde 48 seg. a 230 min.
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Figura 2. Duracién de la conducta de llamado en hembras virgenes de P. auraria, durante 55 secuencias de
tal conducta.
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1.1. Obtencion de las unidades de conducta dentro de la secuencia de llamado.

Se obtuvo las unidades de conducta dentro de la secuencia de Ilamado de hembras,
definiéndose las unidades conductuales (pasos dentro la secuencia) observadas durante las
temporadas 2011 y 2014, y los respectivos cddigos utilizados para cada una (Cuadro 1).

Cuadro 1. Unidades de conducta desarrolladas por hembras de P. auraria durante las
secuencias de Ilamado.

Unidades de conducta Definiciones

Reposo (R) El individuo mantiene sus extremidades sin
movimiento, adoptando una  postura
caracteristica, con las alas ligeramente
separadas del cuerpo hasta tocar la
superficie donde se ha posado; sus antenas
permanecen erectas, dirigidas levemente
hacia atrés.

Caminata (C) La hembra comienza a caminar y a aletear
muchas veces en forma repetida y mueve
sus antenas (de un lado para otro) en forma
casi imperceptible.

Alzamiento de alas (AA) La hembra levanta sus alas.

La hembra mueve su abdomen en forma
Movimiento de abdomen (MAb) circular y/o retractil, seguido del paso AA;
sus antenas estan erectas hacia delante.

Curvamiento de abdomen (CAD) La hembra comienza a curvar lentamente el
abdomen, seguido del paso MAb.

Baja alas y abdomen (BAAD) La hembra baja lentamente sus alas y su
abdomen, hasta quedar en reposo o caminar,
finalizando el Ilamado.

Las secuencias de comportamiento se dieron por iniciadas con la posicion de reposo en
estado estacionario de la hembra (R), caminatas (C), alzamiento de alas (AA), movimiento
del abdomen (MAD), curvatura del abdomen (CADb), bajan las alas y abdomen (BAAD)
(Figura 3)
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Figura 3. Secuencia de la conducta de llamado en P. auraria.

1.2 Analisis de las secuencias globales del comportamiento de llamado de hembras.
Para determinar si existe asociacion entre los actos de conducta presentes en el
comportamiento de llamado, se hizo una evaluacion global de las secuencias obtenidas. Los
resultados cumplieron con los supuestos de Chi-cuadrado, y segun esta prueba se rechazo la
Ho (p < 0,001). Por lo tanto, existe dependencia de los pasos conductuales de la secuencia
del llamado (Cuadro 2).

Cuadro 2. Tabla de contingencia de la conducta del llamado de P. auraria.

Paso siguiente

Paso previo R AA MAD CADb BAADb Total
R - 550 0 0 0 55
AA 0 - 360 1947 0 55
MAb 0 0 - 360" 0 36
CAb 0 0 0 - 590+ 59
Total 0 55 36 55 59 205

Prueba de Chi-Cuadrado: p < 0,001; Coeficiente de contingencia: 0,84.
™ = paso previo induce al siguiente.
Los asteriscos indican diferencias significativas: ~ .= 0,05; ~ o = 0,01.

Las transiciones de pasos “R” — “AA” y “CAb” — “BAADb” fueron las mas frecuentes. El
coeficiente de contingencia de 0,84 obtenido demuestra una elevada magnitud de la
correlacion de estas secuencias.

A partir de la tabla de contingencia anterior (Cuadro 2), se desarrollé un etograma con las
probabilidades de transicion entre un paso conductual y el siguiente (Figura 4).
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Figura 4. Etograma del comportamiento de llamado de P. auraria, con las probabilidades de transicion en
cadenas de primer orden entre unidades de la conducta de comportamiento. El grosor de la linea indica una
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mayor probabilidad de transicion entre el acto precedente “i” y el consecuente “j”. El sentido de las flechas
indica la direccidn de los individuos entre pares de pasos.

En los pasos de “R” a “AA”, “MAb” a “CAb” y “CAb” a “BAAD”, se observd una alta
probabilidad de transicion (1,00) lo que concuerda con una alta frecuencia de ocurrencia
(100%). Solo hubo una ruta alternativa, significativa, de comportamiento pero realizada por
una menor cantidad de individuos en la muestra observada.

Por otra parte, el indice de estereotipia de esta conducta, a partir del calculo del estadigrafo
Y (Apéndice 1), arrojo un valor de 0,90, un indice de una secuencia “altamente
estereotipada” (Facundo et al., 1999; Charlton y Cardé, 1990; Ferrera, 2009) (Cuadro 3).

Cuadro 3. indice de estereotipia de cada paso (Sli) e indice ponderado (SI) de la conducta
de llamado de P. auraria.

Pasos Sli SI
R 1,00 0,21
AA 0,63 0,17
MADb 1,00 0,18
CAb 1,00 0,29
BAAb 0,00 0,00
Total 0,90

2. Caracterizacion de la respuesta de aproximacion y busqueda de machos virgenes y
estimacion del grado de estereotipia a fuentes de feromona sexual.

2.1. Obtencion de las unidades de conducta dentro de la secuencia del vuelo de los
machos.

Se definid las unidades de conducta de las respuestas de aproximacion y busqueda de los
machos a fuentes de feromonas observadas durante febrero del 2013 y la temporada
primavera verano de 2014-2015. A continuacion se presentan los respectivos codigos
utilizados para cada una (Cuadro 4).
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Cuadro 4. Siglas y unidades de conducta desarrolladas por machos de P. auraria durante
las secuencias del vuelo a fuentes feromonales.

Unidad de conducta y sigla Definiciones

Casting (C) El macho vuela a la fuente feromonal de forma
pendular, disminuyendo en amplitud a medida que
se aproxima a la fuente, lo que les permite a los
machos mantenerse dentro de la “pluma de olor”
(estructura formada a medida que el viento dispersa
las moléculas de olor desde su fuente).

Aleteo rapido estacionario (ARE) El macho aletea rapidamente al aterrizar y se
mantiene en una misma posicion cercano a la fuente
feromonal.

Caminata y aleteo rapido en circulo Al aterrizar el macho camina y aletea rapidamente,
(CaARC) y da vueltas alrededor de la fuente feromonal.

Caminata y aleteo rapido (CaAR) Igual que el paso ARE, pero al hacerlo, también
camina cercano a la fuente feromonal.

Pegado en el piso (PP) Finalmente vuela cerca del piso de la trampa y cae
quedando pegado en ella.

Todas las secuencias filmadas comienzan registrando el vuelo tipo casting. Este vuelo
disminuye en amplitud, el macho aterriza sobre la trampa. Este aterrizaje puede ser
caminando y con un aleteo rapido alrededor del emisor (CaARC), 6 caminando con un
aleteo rapido cerca de la fuente feromonal (CaCR), para finalizar pegados en el piso de la
trampa (Figura 5).

Vuelo tipo “Casting™

&
Aterrizaje con aleteo rapido # ™
Macho pegado en piso de >

la trampa

Figura 5. Secuencia de la conducta de vuelo de acercamiento a la feromona sexual de machos de P. auraria
en el campo.
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2.2. Analisis de las secuencias globales de la conducta de aproximacion y busqueda de
machos.

Para determinar si hubo asociacion entre los pasos conductuales en el comportamiento de
vuelo de los machos, se hizo una evaluacion global de las secuencias obtenidas. Como el
analisis de los supuestos de la prueba de Chi-Cuadrado indico que los valores esperados
para el 81% de las celdas de la matriz fueron menores a 5, la dependencia se evalu6 con la
prueba exacta de Fisher (Cuadro 5).

Cuadro 5. Tabla de contingencia de la conducta del vuelo en machos de P. auraria en
campo.

Paso siguiente

Paso previo C ARE CaARC CaAR PP Total
C - 3¢ 567 9™ 0 17
ARE 0 - 0 1619 207 3
CaARC 0 0 - ZA 467 6
CaAR 0 0 16 - 116 12
Total 0 3 6 12 17 38
Prueba Exacta de Fisher: <0,001; Coeficiente de contingencia: 0,65.
™ = paso previo induce al siguiente; © = paso previo inhibe al siguiente.

Los asteriscos indican diferencias significativas: “a. = 0,05; o = 0,01; (ns) = no significativo.

En este caso las transiciones de pasos mas desarrolladas fueron “C” — “CaAR” y
‘GCaAR’,_) ‘4PP’9

Un macho realiz6 el paso de “CaAR” — “CaARC”, y finaliz6 luego en “PP” (sin repetir el
paso “CaARC”), y ademas el estadigrafo “Y” arroj6 un valor negativo para esta celda,
inhibiendo el paso previo de la secuencia, pero la transicién para este paso no seria
significativa (Apéndice 1).

El andlisis estadistico de esta tabla de contingencia también indic6 una dependencia de los
pasos conductuales observados. Sin embargo, en este caso el coeficiente de contingencia
fue 0,65, valor que demuestra una correlacion de estas secuencias.

Posteriormente, a partir de las frecuencias de la tabla de contingencia (Cuadro 5) se
desarroll6 un etograma de esta conducta (Figura 6).
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Figura 6. Etograma del comportamiento del vuelo de machos de P. auraria, con las probabilidades de
transicion en cadenas de primer orden entre las unidades (pasos) de conducta de comportamiento.

El grosor de la linea indica una mayor probabilidad de transicion entre el acto precedente “i” y el
consecuente “j”. El sentido de las flechas indica la direccion de los individuos entre pares de pasos.

El 8% de los individuos cumplié la transicion del paso “CaAR” a “CaARC” y paso
directamente al paso “PP”.

El indice de estereotipia de esta conducta, fue 0,63, que se considera levemente
estereotipada (Cuadro 6).

Cuadro 6. indice de estereotipia de cada paso (Sli) e indice ponderado (SI) de la conducta
de vuelo de machos de P. auraria.

Paso Sli sI”
C 0,44 0,20
ARE 0,64 0,05
CaARC 0,64 0,10
CaAR 0,89 0,28
Total 0,63

"= Los valores en negrita indican pasos altamente estereotipados de la conducta.

3. Caracterizacion de las conductas de cortejo de machos y hembras virgenes de P.
auraria y estimacion del grado de estereotipia.

Durante las temporadas de primavera — verano de los afios 2014 y 2015 se llevé a cabo un
periodo de observacion de 31 parejas de P. auraria, emergidas desde el material de la
colonia. De ellas se registraron un total 8 secuencias de cortejo y 5 secuencias de cépula.
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3.1. Obtencion de las unidades de conducta dentro de la secuencia del cortejo.
Se definid las unidades de conducta (pasos dentro la secuencia) del comportamiento de
cortejo en machos y hembras de P. auraria observados (Cuadro 7).

Cuadro 7. Unidades de conducta de parejas de P. auraria durante las secuencias del
cortejo.

Unidades de conducta Definicion

Camina (CA) El macho camina de un lado para otro en
linea recta lejos de la hembra, moviendo
alas y antenas, mientras la hembra esta
[lamando.

Acercamiento (Ac) El macho al caminar o volar se acerca a la
hembra, moviendo raudamente sus alas,
mientras la hembra esta llamando.

Primer contacto (PC) El macho camina y aletea muy rapido frente
a la hembra (cabeza con cabeza) o por su
lado, ya sea en la misma direccién o en
sentido opuesto, mientras la hembra esta
[lamando.

Posicion de acople (PA) El macho se ubica por la parte posterior de
la hembra en sentido opuesto. La hembra
deja de llamar.

Copula (Co) Las genitalias del macho y hembra se unen.

Llamado (LI) Conducta sexual de la hembra para atraer al
macho, liberando su feromona sexual,
mediante  movimientos y  posturas
caracteristicas de los tortricidos.

Movimiento de abdomen (MAD) La hembra cuando esta Ilamando, mueve el
abdomen en forma retréactil y/o circular, de
forma mas reiterativa con la presencia del
macho

Levantamiento de alas (LA) La hembra, levanta aln méas las alas al
acercarse el macho.

Término del Ilamado (TLI) La hembra baja sus alas y deja de curvar su
abdomen y retoma una postura de reposo.

Las secuencias de cortejo se dieron por iniciadas cuando el macho respondié al Ilamado de
la hembra (LI), con caminatas y aleteo simultaneos (CA), acercandose a la hembra (Ac),
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luego ocurre el primer contacto entre ambos (PC) para posteriormente ubicarse el macho en
posicion de acople (PA) en sentido opuesto a la hembra (cabezas orientadas en direccion
opuesta) y, finalmente, las genitalias se acoplan (copula) (Co). Las hembras que llaman,
cuando el macho se les acerca levantan ain maés las alas (LA), y algunas durante esta
conducta mueven su abdomen (MADb) (figura 7).
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Figura 7. Caracterizacién de las secuencias globales de la conducta de cortejo y cépula de P. auraria.

3.2. Analisis de las secuencias globales de la conducta de cortejo.

Para una mejor comprension de la conducta del cortejo de P. auraria se analizaron las
secuencias de pasos, abarcando aspectos tanto de las hembras como de los machos, y se
verificd una asociacion entre estos mediante la evaluacion global de las secuencias
obtenidas. Como el andlisis de los supuestos de la prueba de Chi-Cuadrado dio valores
esperados para el 86,6% de las celdas de la matriz fueron menores a 5, (para machos y
hembras), el estadistico utilizado para evaluar la dependencia fue la prueba exacta de Fisher

(Cuadro 8).
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Cuadro 8. Tabla de contingencia de las transiciones de la conducta del cortejo en P.
auraria.

Paso siguiente

Macho Hembra
Paso previo CA Ac PC PA- Co |LI MAb LA TLI Total
CA 0 6% 20 9 0 |0 57 o 0 13
Macho AS O o 3t 0 0 |0 O 60 9
PC 0 0 0 59 o0 [0 o0 0 0 5
PA 0 0 0 0 5710 o0 0 0 5
LI 8% s o 0 0 |0 57 0 0 19
MAb 0 0 0 0 0 |0 o0 3% 9 3
Hembra LA 0 0 0 0 0 |0 O 0 6 6
TLI 0O 0 0 0 5710 o0 0 0 5
Total 8 12 5 5 10 |0 10 9 6 65

Prueba Exacta de Fisher: <0,001; Coeficiente de contingencia: 0,86 (macho) y 0,82 (hembra).
™ = paso previo induce al siguiente; © = paso previo inhibe al siguiente.
Los asteriscos indican diferencias significativas: ~ .= 0,05; ~ o = 0,01.

El analisis estadistico de esta tabla de contingencia indicé una dependencia de los pasos
conductuales observados. Los coeficientes de contingencia de machos (0,86) y de hembras
(0,82) demostraron una alta correlacion de estas secuencias.

Posteriormente, a partir de las frecuencias de la tabla de contingencia (Cuadros 8) se
desarrollo el etograma de esta conducta que se presenta en la Figura 8.
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Macho Direccion del estimulo Hembra
0,4
CA N LI
0,4 0,3
10,5 l 0,3
0,1 Ac MAb
0,7
10,3 1,0
L
PC LA
1,0 1,0
PA TLI
1,0 1,0
Co

Figura 8. Etograma del comportamiento del cortejo en P. auraria, con las probabilidades de transicién en
cadenas de primer orden entre unidades de conducta de comportamiento. El grosor de la linea indica una
mayor probabilidad de transicion entre el acto precedente “i” y el siguiente “j”. El sentido de las flechas
indica la direccidn de los individuos entre pares de pasos.

Para esta secuencia conductual se puede observar una alta probabilidad de transiciones, que
concuerdan con la matriz de transicién, al igual que en el [lamado.

Nuevamente, los valores absolutos del estadigrafo “Y” fueron mayores al valor critico
calculado (o = 0,01), lo que se demuestra igualmente que todas las transiciones de los pasos
realizados por los machos y hembras fueron significativas (Apéndice 1).
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Por otra parte, los indices de estereotipia de esta conducta, para machos y hembras, fueron
0,89 y 1,00, respectivamente, lo que indica que esta conducta es altamente estereotipada

(Cuadros 9 y 10).

Cuadro 9. indice de estereotipia de cada paso (Sli) e indice ponderado (SI) de la conducta

del macho en el cortejo de P. auraria.

Pasos Sli SI
CA 0,71 0,27
Ac 1,00 0,14
PC 1,00 0,24
PA 1,00 0,24

Total 0,89

Cuadro 10. indice de estereotipia de cada paso (Sli) e indice ponderado (SI) de la conducta

de la hembra en el cortejo de P. auraria.

Pasos Sli SI
LI 1,00 0,26
MADb 1,00 0,16
LA 1,00 0,32
TLI 1,00 0,26
Total 1,00
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Discusioén

Conducta del llamado en P. auraria

La conducta de Ilamado se ha descrito en especies de tortricidos como Crocidosema
aporema (Altesor et al., 2010), donde la hembra eleva sus alas y curva el extremo
abdominal hacia abajo. Lo mismo se ha observado en Cydia molesta (Baker y Cardé, 1979)
y Cydia pomonella (Castrovilo y Carde, 1980). En el tortricido Adoxophyyes sp. se ha
descrito la conducta de Ilamado, la que se reconoce facilmente porque evierte su glandula
feromonal y a la vez levanta sus alas y las hace vibrar. En Lymantria dispar (Lepidoptera:
Lymantriidae) Charlton y Cardé (1990) mencionan que la hembra al estar Ilamando
generalmente adopta una postura con la cabeza hacia arriba, elevan ligeramente las alas y
emite la feromona sexual mientras prolonga y retrae la punta del abdomen, donde se
encuentra la glandula feromonal. En Condylorrhiza vestigialis (Lepidoptera: Crambidae), el
comportamiento de llamado presenta dos posturas, la tipica curvatura del abdomen, y
también el abdomen extendido horizontalmente, en ambas posturas exponiendo de igual
manera la glandula feromonal (Ambrogi et al., 2009). En el presente estudio, se observaron
las posturas caracteristicas descritas en varias especies de tortricidos, y la hembra de P.
auraria levanto sus alas y curvé su abdomen en algunos casos con movimientos circulares
y/o retractiles, que pueden deberse a que la glandula feromonal esta internamente en el
abdomen de la hembra (Altesor et al., 2010), por lo que estos movimientos ayudarian a
evertir la glandula feromonal.

El horario del llamado, se ha estudiado en varios tortricidos, y en la mayoria ocurre en la
escotofase. Por ejemplo, en C. aporema el horario del llamado para esta especie ocurrio en
90% en la séptima hora de la escotofase y duré un promedio de 13,6 minutos (Altesor et al.,
2010). Para P. auraria, el horario de la conducta del llamado fue mayoritariamente entre las
05:00 y 07:00 h (las ultimas dos horas de la escotofase), con un amplio rango de duracién
(0,8 a 230 min.).

En la mayoria de las especies de tortricidos, la conducta de Ilamado se presenta en los
primeros dias de la emergencia, al igual que lo observado en P. auraria en el presente
estudio, debido a que en esos dias las hembras alcanzan su nivel maximo de liberacion de
feromona (Weissling y Knight, 1996; Altesor et al., 2010; Fernandez, 2012).

El indice de estereotipia de 0,90, en la conducta de llamado en P. auraria se considera
altamente estereotipado. En L. dispar, la conducta del llamado durante el cortejo también
fue altamente estereotipada, con un valor de 1,00. Cardé y Haynes (2004), sefialan que en
polillas la postura del llamado es estereotipada.

El indice de estereotipia de Callisphyris apicicornis (Coleoptera: Cerambycidae), fue 0,83,
lo que indica una conducta del llamado moderadamente estereotipada (Ferrera, 2009).
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Conducta del vuelo de machos de P. auraria a fuentes feromonales

El comportamiento de los insectos frente a la liberacion de feromona o a la respuesta frente
a ella esta regulada por via neural y hormonal. Asi, una polilla hembra libera feromona en
un tiempo determinado durante la escotofase, periodo que suele coincidir con el periodo de
maxima respuesta del macho. Si un macho es sometido a una composicién y concentracion
optima de feromona fuera del periodo de emisién no se apreciara respuesta alguna en
induccion de vuelo o ésta sera muy disminuida (Acin, 2007). Distinto a lo observado en
machos de P. auraria en campo, cuya respuesta a fuentes de feromona ocurrié en horas
previas al horario del llamado en laboratorio.

En C. aporema se ha registrado el vuelo de los machos a fuentes feromonales en tinel de
viento; las secuencias conductuales se dieron por iniciadas con el despegue, las respuestas a
la feromona (incluyendo vuelo, dentro de la pluma de olor y/o vuelo con aleteo), y
finalmente aterrizaje cerca (cm) de la fuente de olor (Altesor et al., 2009). En C. pomonella,
el vuelo del macho se desarrollo, en respuesta a fuentes de feromona en contra el viento
(“up wind”), con un desplazamiento en forma zigzagueante dentro de la pluma de feromona
(Beker, 1989; Fernandez, 2012). En forma similar a lo observado en P. auraria, en
condiciones de laboratorio (tinel de viento), se observé al macho volar en direccion a la
fuente feromonal, presumiblemente dentro de la pluma de feromona. El vuelo fue tipo
“Casting”, y disminuyo en amplitud al estar proximo a la fuente feromonal. Posteriormente
aterrizo cerca de la fuente (cm), caminando y aleteando raudamente. En campo se observo
la misma conducta que en laboratorio. En C. aporema el tiempo de los machos para iniciar
el vuelo tuvo un rango de segundos a 3 minutos. El tiempo mas corto correspondié a la
respuesta a hembras virgenes (2 segundos) (Altesor et al., 2009). En P. auraria la duracion
del vuelo en laboratorio hacia la fuente feromonal fue de 2 a 30 segundos en 5 machos.

En otras familias de Lepidoptera, como en Limantria dispar L. (Lepidoptera:
Lymantriidae), el macho aletea mientras camina, y una vez que el encuentra la pluma de
olor de la feromona de la hembra se orienta anemotéacticamente contra el viento, hasta
llegar, cerca de la hembra (Charlton y Cardé, 1990). Esta conducta también se observo en
P. auraria, donde el macho camina y aletea al aterrizar, tanto en laboratorio (tinel de
viento) como en el campo en trampas de feromona tipo delta.

El indice de estereotipia en el vuelo de machos de P. auraria hacia fuentes feromonales
fue de 0,63, lo que se considera una secuencia levemente estereotipada. Debe tenerse
presente que el numero de secuencias utilizadas para el Sl de esta conducta fue de 17
vuelos de machos, por lo que es preferible aumentar el nimero para futuros ensayos.

Conducta del cortejo en P. auraria
La caracterizacion del cortejo permite comprender las interacciones intraespecificas y sirve

para el desarrollo de estrategias de manejo de plagas, basadas en la modificacion de su
conducta sexual (Curkovic et al., 2006).
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Las secuencias del cortejo se han descrito para varias especies de tortricidos, entre ellas, C.
pomonella, (Ferro et al., 1975; Castrovillo y Cardé, 1980), C. aporema (Altesor et al.,
2010), C. rosaceana (Curkovic et al., 2006), C. fumiferana (Palaniswamy et al., 1979;
Grant, 1987), y P. pyrusana (Curkovic et al., 2006), y han sido muy similares. En general,
una vez que el macho aterriza y se aproxima a la hembra (luego del llamado y vuelo
orientado), la secuencia continGa con el macho que camina raudamente hacia la hembra,
mientras dirige sus antenas hacia adelante y desarrolla un aleteo rdpido permanente
mientras camina. Estas secuencias de cortejo son muy similares a las observadas en P.
auraria en donde el macho, luego de aterrizar cerca de la hembra (a pocos cm), hace
caminatas y aleteos rapidos alrededor o cerca de la hembra, seguido del primer contacto, el
que puede ser de frente (cabeza con cabeza) o de lado, con los cuerpos de hembra y macho
en el mismo sentido u opuestos, para posteriormente ubicarse en posicion de acople, en la
que, el macho se coloca por la parte posterior de la hembra en direccion contraria y
finalmente unen sus genitalias.

Excepcionalmente, en el cortejo de H. coffearia Neitner (Shimizu y Tamaki, 1980), el
macho camina con sus antenas dirigidas hacia atras, en firme contacto con sus alas
delanteras mientras que en las demas especies las antenas se extienden hacia adelante. En
todas las especies con descripcion detallada de esta etapa, los machos extienden sus pelos
abdominales (“hair pencils™) antes del primer contacto, el que ocurre entre algin apéndice
(antenas, patas) o la cabeza del macho, con distintas partes del cuerpo de la hembra un paso
que puede servir para el reconocimiento especifico (Baker et al., 1981). Esta conducta no
se produjo en P. auraria, debido a la insuficiente magnificacion de los registros
audiovisuales, en los que no se puede apreciar con claridad.

En P. pyrusana, macho y hembra contactan sus cabezas durante esta etapa. Una secuencia
atipica ocurre en C. molesta donde luego del primer contacto, el macho permanece inmdvil
mientras la hembra se voltea hacia él y lo contacta, antes de proseguir la secuencia (Baker y
Cardé, 1979). En P. auraria observé el contacto cabeza-cabeza durante el primer contacto
y en otras secuencias fue de lado en la misma direccién que la hembra o en sentido opuesto.

Ademas, en todas las especies reportadas, el macho intenta el acople, que frecuentemente
implica una ubicacion paralela al cuerpo de la hembra mientras curva el extremo posterior
del abdomen, pone los pelos abdominales en forma perpendicular al eje de su cuerpo y
expone parte de su genitalia. A menudo, estas secuencias terminan exitosamente (en
copula), pero hay informes de hembras que evitan y escapan del macho (Curkovic et al.,
2006). En C. pomonella, durante la copula los individuos se encuentran unidos por el
extremo distal del abdomen, con las cabezas dirigidas hacia lados opuestos y las alas de la
hembra cubriendo el extremo abdominal del macho. De esta manera se mantienen unidos
de 20 a 90 minutos (Fernandez, 2012). En P. auraria el macho se ubica préximo a la parte
posterior del abdomen de la hembra, con sus cabezas dirigidas en sentido contrario, y
juntan luego las genitalias. De los 8 parejas observada, 5 terminaron en cépula (62,5%),
nivel muy superior a lo observado por Curkovic (2004) en C. rosaseana Yy P. pyrusana,
donde los las secuencias de cortejo exitosas fueron 34% y 30%, respectivamente.
Secuencias de cortejo no exitosas se han descrito para C. molesta (Baker y Cardé, 1979), C.
fumiferana (Palaniswamy et al., 1979) y C. pomonella (Castrovilo y Carde, 1979).
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Aparentemente cuando el macho en cortejo camina, aletea y realiza el primer contacto con
la hembra, estas respuestas pre-programadas y estereotipadas, que no requeririan mas que
del estimulo inicial (feromona), como se observo en P. pyrusana y C. rosaseana (Curkovic,
2004). De las 3 secuencias no exitosas de P. auraria, en una de ellas el macho no se acercé
caminando y aleteando hacia la hembra (Ac), sino que volo directamente hacia la hembra
para hacer un primer contacto (PC), y se ubicd en posicién de acople (PA), mientras que la
hembra dejé de llamar y se alejo. En la segunda pareja en que no hubo cépula, el macho si
se acerco a la hembra (Ac), pero no hizo un primer contacto (PC), pero luego traté de tomar
la posicion de acoplamiento (PA), pero la hembra dejo de llamar y se alejé. Y en la tercera
pareja el macho se acerco a la hembra mientras ésta llamaba, pero no hizo ningn paso
posterior a esta conducta, por lo que la hembra, después de varios minutos de Ilamar, dejé
de hacerlo y se alej6 del macho.

El rango Optimo de temperatura para el apareamiento de C. pomonella, va de 12,5°C a
33,0°C (Fernandez, 2012). Sin embargo, bajo condiciones desfavorables durante el periodo
Optimo de copula, viento o lluvia, los vuelos pueden posponerse (Fernandez, 2012). Para
P. auraria, la temperatura media al momento de la copula fue 20,48°C.

Las secuencias de cortejo dentro de una especie son estereotipadas y ocurren en periodos
breves (segundos), como en C. molesta, en que dura 1,5 segundos, y pueden ocurrir en
varias oportunidades antes de lograr el acoplamiento (Baker y Cardé 1979). En P. auraria
las secuencias de cortejo tuvieron una duracion promedio de 38 segundos, con un rango de
11 segundos y 1,31 minutos.

Esta conducta de cortejo es muy similar a lo ocurrido en otras familias de Lepidoptera,
como en el néctuido Spodoptera littoralis Boisduval, donde los pasos conductuales hacia la
feromona sintética fueron: inicio del vuelo, vuelo orientado hacia la fuente de feromona,
acercamiento proximo a la fuente y contacto (Guerrero et al., 2012).

La secuencia del cortejo de L. dispar ha sido descrita detalladamente por Charlton y Cardé
(1990), quienes indican, que después del vuelo del macho en respuesta al llamado de la
hembra, éste se le aproxima (en un radio de 5 cm alrededor de ella) y la contacta. El
contacto inicial de macho con la hembra fue via frontal en 73% de 33 machos, en menor
porcentaje hubo un contacto con las antenas (24%) o el abdomen (3%). En respuesta a este
contacto, la hembra retrae su glandula feromonal (esto no se observo en P. auraria por la
calidad de las filmaciones) y pliega sus alas cercanas al cuerpo. Luego del contacto, el
macho de L. dispar se mueve hacia adelante, paralelamente a la hembra, y se pone a su lado
y comienza a flexionar su abdomen en 90° hacia ella, mientras expone sus pelos
abdominales. En este punto la hembra normalmente comienza a inclinar su cuerpo y
extiende las patas cerca del macho, y expone parcialmente la superficie ventral de su
abdomen y provee el acceso al macho. EI macho deja de aletear lentamente, luego posa su
superficie ventral en la punta abdominal de la hembra con su genitalia, para contactar la
apertura genital de la hembra. Luego, el macho deja de moverse y junta sus alas, dirige las
antenas posterolateralmente y adopta la posicion estacionaria de lado. En P. auraria,
durante el primer contacto (PC) camina y aletea rapidamente, para posteriormente ubicarse
en posicién de acople (PA). En L. dispar, durante la copula el macho toma la posicion del
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mismo lado de la hembra (los cuerpos se encuentran paralelos). En P. auraria los cuerpos
permanecen alineados en sentido opuesto. La duracién del cortejo fue de 41 segundos
(rango de 6 - 169 segundos) y la mayoria de las secuencias ocurrio en menos de 30
segundos, con una duracién total de la copula de 40 a 70 min. En P. auraria la duracion de
la cdpula fue de 36 a 110 minutos hasta el desacople.

Basado en estos resultados y las condiciones del presente estudio, se infiere que las
respuestas conductuales durante el cortejo (desde el PC), serian iniciadas con la emision de
la feromona sexual de la hembra (llamado). Por lo tanto este comportamiento es
compatible, por ejemplo, con una técnica atracticida basada en la feromona sexual, ya que
es muy probable que el macho intente hacer contacto con la fuente feromonal (como se
pudo apreciar en el campo) lo cual servird como método de control para esta plaga.

Se ha sefialado que “valores de Sl cercanos a 0 implican que la conducta es muy variable y
puede ser distribuida de manera equiprobable entre todos los comportamientos sucesivos”.
Es decir, el paso de un acto “i” a otro “j”, presenta la misma probabilidad de transicion que
todos los otros posibles casos. Al mismo tiempo, valores de SI = 1 indican que el
comportamiento del cortejo es muy estable (invariable) y siempre es precedido por un acto
unico, unidireccional y, por lo tanto, altamente estereotipado (Mori y Saito, 2005). Sin
embargo, no existen valores de corte establecidos que definan un grado de estereotipia
dentro de categorias (baja — media — alta) y que se utilicen universalmente (Ferrera, 2009).
Se consideran como altamente estereotipadas las secuencias de comportamiento en que las
frecuencias relativas tienden a 1, pero este indice no considera la ponderacion de cada par
de transiciones dentro de la secuencia, y tampoco se define el valor de corte que implique
que los valores tiendan a “1” (Fagen y Young, 1978).

Las secuencias del cortejo y copula de C. rosaceana y P. pyrusana son altamente
estereotipadas, debido a que las probabilidades condicionales entre los pasos no alternativos
son muy altas, en la mayoria de los casos son igual a 1, con el paso mas bajo el “primer
contacto a cabeza con cabeza” entre el macho y la hembra en P. pyrusana (Curkovic et al,
2006), resultado similar a lo ocurrido en el presente estudio con P. auraria.

En L. dispar la secuencia del cortejo fue moderadamente alta en el indice de estereotipia
con un valor de 0,76. Sin embargo, las transiciones iniciales (desde que el macho aletea
caminando y ocurre el primer contacto) fueron altamente estereotipadas con indices que
excedieron de 0,92, mientras que las posteriores fueron en general menores (< 0,64)
(Charlton y Cardé, 1990). Considerando esto, en P. auraria el Sl de la conducta para el
macho en el cortejo fue de 0,89 y para la hembra de 1,00, lo que indicaria que es una
secuencia conductual altamente estereotipada. Debe tenerse presente que el numero de
secuencias de cortejo en este estudio fue bajo, por lo que se recomienda en futuros estudios
aumentar tal niamero de parejas.

Desde una perspectiva aplicada, el conocimiento de estas conductas contribuye a
comprender si ciertas tecnologias de manejo de plagas (por ejemplo, la confusion de
copula, atracticidas o autoconfusion) son viables de desarrollar para determinadas especies
cuya conducta tienda a ser altamente estereotipada y mediada exclusivamente por estimulos
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quimicos (feromonas), sin necesidad de otras sefiales, y resultan promisorias para el
desarrollo de herramientas alternativas de control.
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Conclusiones

Los pasos conductuales consecutivos en el comportamiento sexual de P. auraria
son dependientes.

La conducta del llamado para P. auraria, ocurre mayoritariamente entre las 05:00 y
07:00 h, con una duracion variable entre 0,80 a 230 min y es altamente
estereotipada, con un Sl de 0,90.

La conducta de respuesta de aproximacion y busqueda en machos es levemente
estereotipada, con un valor de 0,63.

La conducta del cortejo es altamente estereotipada, con un Sl de 0,89 y 1,00, para
machos y hembras, respectivamente.

En general, a pesar de las limitantes metodologicas del estudio, se concluye que el
comportamiento sexual de P. auraria fue estereotipado.

Finalmente, este estudio es un aporte como linea base conductual para desarrollar y
evaluar métodos de control alternativos basados en la modificacion de la conducta
mediados por su feromona sexual, que resultan promisorios para el desarrollo de
herramientas de manejo integrado de P. auraria.
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APENDICE 1

Resultados de andlisis estadisticos

Estadigrafo “Y” de frecuencias observadas de los pasos conductuales del llamado en
hembras virgenes de P. auraria.

Cuadro 1. Valores de estadigrafo Y de frecuencias observadas de los pasos conductuales
del llamado de P. auraria, contrastadas con el valor critico al 1% de significancia
(0,0714) (g.I. = 1).

Celda (i,j) Y
1,2 10,48
1,3 0,00
2,1 0,00
2,3 8,48
2,6 3,01
3,4 8,48
3,5 0,00
45 10,20
5,2 0,00
5,6 0,00

Estadigrafo “Y” de frecuencias observadas de los pasos conductuales del vuelo en
machos de P. auraria a fuentes feromonales.

Cuadro 2. Valores de estadigrafo Y de frecuencias observadas de los pasos conductuales
del llamado de P. auraria, contrastadas con el valor critico al 1% de significancia (0,16)

(.. = 1).

Celda (i) Y
1,2 0,63
1,3 0,65
1,4 0,42
2.4 0,06
2,5 0,14
34 0,06
35 0,14
4,3 -0,04

4,5 0,47
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Estadigrafo “Y” de frecuencias observadas de los pasos conductuales del cortejo para
machos de P. auraria.

Cuadro 3. Valores de estadigrafo Y de frecuencias observadas de los pasos conductuales
en machos P. auraria para el comportamiento de cortejo, contrastadas con el valor
critico al 1% de significancia (0,10) (g.l. = 1).

Celda (i) Y
172 1,30
1,3 0,11
23 1,23
3,4 1,50
45 1,50

Estadigrafo “Y” de frecuencias observadas de los pasos conductuales del cortejo para
hembras de P. auraria.

Cuadro 4. Valores de estadigrafo Y de frecuencias observadas de los pasos conductuales
en hembras P. auraria para el comportamiento de cortejo, contrastadas con el valor
critico al 1% de significancia (0,10) (g.l. = 1).

Celda (i) Y
1,2 1,50
23 1,50
3,4 1,50

4,5 1,50




