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RESUMEN

El cultivo de papa en el Ecuador es una de las actividades socio-econémicas mas
importantes para la poblacion rural del pais. Este cultivo es susceptible a plagas invasivas,
entre ellas la polilla guatemalteca Tecia solanivora (Povolny), reportada como una de las
mas agresivas de su tipo. En esta investigacion se estudid la fase larvaria infecciosa de T.
solanivora. La eficiencia energética fue evaluada por el consumo de oxigeno desde el
momento de la eclosion del huevo hasta la muerte de la larva por inanicion. Se observé un
mayor consumo de energia en las larvas de primer estadio en comparacion con estadios
mas avanzados, cada individuo del primer estadio metaboliza el equivalente a 0,279 J de
energia Util para el proceso infectivo. Ademas se determind la fuerza absoluta y relativa de
las larvas en varios estadios en relacion con su peso, se demostrd que la fuerza de las larvas
es inversamente proporcional a su crecimiento y desarrollo. Las larvas mas pequefias de
primer estadio pueden empujar hasta 1000 veces su peso corporal, mientras que las mas
grandes solo 30 veces su peso. Las microfotografias electronicas describen la compleja
estructura externa de las larvas en primer y tercer estadio mostrando la ubicacién y
variacion del diametro en los espiraculos, la morfologia de la cuticula, patas y propatas

que intervienen como soporte en el desplazamiento de las larvas.

Palabras clave: Consumo de oxigeno, Fuerza muscular, microscopia electrénica, Tecia

solanivora.



ABSTRACT

Potato growing in Ecuador is one of the most important socio-economic activity for the
rural population of the country. This crop is susceptible to invasive plagues including the
Guatemalan moth, Tecia solanivora (Povolny), which has been reported as one of the most
aggressive of its kind. In this research, the infectious larval stage of T. solanivora was
studied. Energy efficiency was evaluated by oxygen consumption from the time the egg
hatches up to the first stage larva’s death caused by inanition. Greater energy
consumption was found in first stage larvae as compare to the ones in most advance stages,
each individual of the first stage metabolizes the equivalent of 0.279 J of energy that is
used during the infective process. The absolute and relative strength of the different larvae
stages was measured in relation to their weight; it was shown that the larvae strength is
inversely proportional to its growth and development . The smallest first stage larvae can
push up to 1000 times their body weight while the largest ones on fourth stage can only
push 30 times their weight. . Electron micrographs described the complex external
structure of the larvae in their first and third stages showing the location and diameter
variation in the spiracles, the cuticle morphology, the legs and prolegs that support the

larvae displacement.

Key words: electron microscopy, muscular force, oxygen consumption, Tecia

solanivora



INTRODUCCION

Las especies invasoras son una gran amenaza para la provision sostenible de productos y
servicios de los ecosistemas (Mooney & Hobbs 2000). La polilla Tecia solanivora
(Lepidoptera: Gelechiidae, descrita por primera vez por Dadibor Povolny en 1973) ha sido
reportada como causante de pérdidas econdmicas significativas observadas en los cultivos
de papa Solanum tuberosum (Solanaceae) en Guatemala desde 1956. De igual manera ha
afectado importantes zonas productoras en Venezuela, Colombia y se reportd su presencia
en Ecuador desde 1996, convirtiéndose en la principal plaga de este cultivo (Herrera 1998,
Nifio and Notz 2000, Nifio 2004, Torres-Leguizamon et al. 2011). En Ecuador, el impacto
econodmico de esta plaga ha llegado a afectar hasta el 40% de la produccion total en campo
y en algunas bodegas hasta el 100% del producto almacenado ocasionando ingentes
pérdidas econdmicas en cultivos no controlados y un subsecuente aumento indiscriminado

en el uso de insecticidas toxicos fosforados y carbamatados (SENASA 2001).

Las hembras de T. solanivora ovipositan entre 180 y 235 huevos, cantidad que depende
de su alimentacién en estado larval (Raman 1988) y lo hacen cerca de la base del tallo o en
la superficie del tubérculo cosechado, lo que significa que luego de la eclosion las larvas
localizan su alimento con mayor facilidad (Torrado-Leon et al. 2003). La larva se desplaza
activamente sobre el tubérculo hasta ubicar un punto de penetracion, y mientras se
alimenta va formando galerias en el interior, dejando esparcidos sus excrementos mientras
digiere la pulpa (Torres 1997) con lo que favorece la contaminacion con variados
microorganismos que aumentan la pudricion ocasionando la pérdida del valor comercial y
alimenticio.

La evaluacion del impacto potencial que puede causar una especie de insecto plaga en su

habitat, puede ser medida de acuerdo a su capacidad energética. La energia es uno de los
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indicadores que marcan la importancia del insecto en una comunidad referente a su
actividad infectiva y conservacion de la especie (Bailey & Singh 1977). Varios organismos
del orden Lepidoptera en fase larval se han convertido en modelos atractivos para el
estudio de fuerzas musculares por la biomecanica y morfologia de su cuerpo blando,
diferente a la de los vertebrados o invertebrados con cuerpos hidrostaticos o articulados
(Lin & Trimmer 2010). El cuerpo blando de las larvas de estos insectos permiten un
especial biomecanismo mediante el cual se mueven, excavan sustratos con sus mandibulas,
ingieren alimento o levantan verticalmente los segmentos cefélico y toracico cuando se
desplazan o se orientan sobre una superficie (Trimmer & Issberner 2007). Los
movimientos para el desplazamiento larvario observados en Lepidoptera son impulsados
como una respuesta eléctrica de la estimulacidn nerviosa generando fuerza de contraccion
de las fibras musculares ventrales clasificadas como oblicuas, segmentarias e
intersegmentarias que producen un flujo de aire unidireccional coordinadamente con la
apertura de los espirdculos (Belton 1969, Slama 1999, Wasserthal 2001). Este
desplazamiento es coordinado junto con las patas y propatas Utiles como soporte y agarre
controlable. Se ha demostrado que en varias especies de Lepidoptera las propatas

funcionan como anclas y no como palancas. (Trimmer & Issberner 2007)

Las reservas energéticas de las larvas se convierten en componentes clave para la
locomocion durante los primeros momentos de inanicion al cual se enfrentan luego de la
eclosion. La relacidn energética de insectos con el oxigeno del ambiente, es sustancial y
poco estudiada, el consumo de oxigeno se relaciona con la tasa metabolica necesaria en
locomocion y en procesos relacionados con el crecimiento, la reproduccién y sus
actividades ecologicas (Darias et al. 1999, Harrison et al. 2012). La relacion directa entre el

oxigeno que necesita la larva en primer estadio y su capacidad metabolica permite calcular



el rendimiento energético que demanda esta larva durante el proceso de infeccion al

tubérculo (Bailey & Singh 1977, Van’t Hof & Martin 1989).

En este trabajo se presta especial atencion a las larvas del primer estadio de T. solanivora,
por su importancia en el estudio del comportamiento inmediatamente luego de la eclosion
y antes de la infecciéon del tubérculo. En la actualidad, no existen estudios reportados
acerca del rendimiento muscular, fuerza y morfologia especifica de T. solanivora durante
el desarrollo de las larvas, importante para comprender los factores energéticos que
intervienen durante los primeros estadios de vida, su agresividad y su diseminacion entre

los diferentes cultivos de papa en los ecosistemas agricolas (Dangles et al. 2008).

El estudio fisiomorfoldgico de las larvas podria contribuir al desarrollo de una técnica de
control biologico mas eficiente a través de la identificacion de porticos que permitan el
acceso de macromoléculas que puedan afectar las funciones metabdlicas de las larvas,
aspectos que pueden ser criticos para el control de sus poblaciones. En la actualidad, el uso
de plaguicidas quimicos sintéticos es la Unica alternativa disponible para el control
fitosanitario, y es costoso en hasta el 20% de los costos totales de produccién (Rodriguez
1996), causa efectos adversos letales en organismos benéficos y afecta también la salud

publica y al ambiente (Cisneros et al. 1995, Osorio et al. 2001).

El proceso morfodinamico de T. solanivora no ha sido estudiado y podria explicar otras
fases de su comportamiento a la vez de sugerir formas amigables de control. El objetivo de
este trabajo fue estudiar las fuerzas de empuje y la cantidad de energia que interviene en la
agresividad de esta plaga, lo cual podria explicar otros factores no conocidos involucrados

en el desplazamiento invasivo. Se plantea como hipotesis que las larvas luego de la



eclosion en primer estadio necesitan mayor fuerza y energia que en estadios mas
avanzados, necesarios para infectar el tubérculo, encontrar alimento y un nicho que le

permita su desarrollo y la perpetuacion de la especie.



MATERIALES Y METODOS

RECOLECCION DE LARVAS

Se utiliz6 una cepa de polillas de T. solanivora, criadas en condiciones controladas en el
laboratorio de cultivo masivo en el Departamento de Ciencias Biologicas, Facultad de
Ciencias Exactas y Naturales de la Pontificia Universidad Catolica del Ecuador. Los
adultos fueron colocados en camaras de cépula segun la metodologia desarrollada por
Mora et al. (2013), los huevos colectados fueron incubados a temperatura controlada de 20
°C por 10 dias, hasta la eclosion de las larvas de primer estadio. Para obtener larvas en
estadios mas avanzados se realizan camaras de infestacion que contienen 10 papas sin
contaminacion, sobre las cuales se colocan de 10 a 15 huevos. El estadio de las larvas es
controlado mediante registros de tiempo en dias desde la oviposicién segun los valores
registrados en la Tabla 1. Las larvas de segundo y tercer estadio, fueron colectadas
abriendo con cuidado las papas contaminadas, mientras que las de cuarto estadio pueden
ser colectadas en la cdmara fuera de las papas, debido a que en esta etapa salen del

tubérculo para encontrar un lugar donde pupar.

RENDIMIENTO ENERGETICO

El consumo de oxigeno se determiné en una camara respiratoria (Fig. 1), desde la Gltima
etapa como huevo hasta la muerte de la larva de primer instar por inanicion. Para esto se
colocaron en tres camaras aproximadamente 800 huevos recientemente ovipositados en

cada camara de vidrio cerrada, y una camara control. Se cuantificé también el consumo de



oxigeno de las larvas en segundo, tercer y cuarto estadio con 30 larvas en cada camara con

dos réplicas de cada una.

Se aplico el protocolo de cuantificacion de CO2 producido el mismo que fue absorbido en
una solucion concentrada de hidroxido de bario para formar carbonato de bario que
precipita y que fue aislado, secado y pesado (Fig. 2). Con el carbonato de bario encontrado
se determing la cantidad de CO> desprendido (Ec. 1), que permite calcular la cantidad de
nanomoles de oxigeno consumido durante el metabolismo energético de cada individuo

(Ec. 2).

C0, + Ba(OH), — BaC03 + H,0 (Ec. 1)
C¢H1,04 + 60, = 6C0O, + 6 H,0 (Ec. 2)

El peso promedio de una larva de primer estadio se obtuvo pesando cada vez 100 larvas
por triplicado. Los pesos de las larvas de estadios mas avanzados fueron determinados al

pesar la totalidad de larvas en cada cAmara.

CALCULOS DE FUERZA

Para determinar la fuerza absoluta y la fuerza relativa de empuje, se utilizaron 5 larvas de
cada estadio I, I1, 111 y V. Se disefié y construyd un sistema de torque con madera de balsa
de diferentes pesos establecidos (Fig. 3), que permitié medir la capacidad de empuje de
cada larva, con tres repeticiones. La fuerza absoluta final que se genera en Newtons (N),

fue calculada con la ecuacién 3.

FL=Ws*gZ—Z (Ec. 3)
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Donde: FL es la fuerza absoluta (N) de empuje de la larva, Ws es el peso total del
sistema en Kilogramos, dL es la distancia del brazo longitudinal de torque en
milimetros, dH es la distancia recorrida del brazo horizontal que empuja la larva

expresado en milimetros, y g es la aceleracion de la gravedad en m/s?

Mientras que la fuerza relativa (FR), se calculé en relacion a FL convertido en (g*m/s?) en

funcién del peso de cada larva (WI), mediante la ecuacion 4.

FL

MORFOLOGIA GENERAL

Con el fin de comparar ciertas estructuras que intervienen en la locomocién de las larvas
en estadios iniciales con estadios mas avanzados se aplicaron técnicas de Microscopia

electronica de barrido (SEM)
MICROSCOPIO ELECTRONICO DE BARRIDO

Se utilizé el microscopio electronico de barrido (modelo SEM JEOL — JSM5310) del
Instituto Nacional de Investigacion en Salud Pablica, INSPI, en Guayaquil, Ecuador. Se
modificd la técnica descrita por Amano & Diaz (2012), se analizaron 10 larvas frescas de
primer instar sin previo tratamiento quimico de fijacion debido a que los reactivos
requeridos a base de glutaraldehido al 3% y tetra 6xido de osmio 1%, dafian la morfologia
de la larva. También se realizaron pruebas con larvas de instares mas avanzados, para esto
se utilizé un recubridor de oro para Muestras (Jeol JF-1200) con el fin de contrastar las

imagenes que fueron analizadas en el microscopio y fotografiadas.



De igual manera, se fotografiaron larvas de tercer y cuarto instar en el microscopio
electronico de barrido (modelo SEM ZEISS DSM-960A) del laboratorio de microscopia de
la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE, utilizando el protocolo de fijacion con
glutaraldehido al 2% durante 48 horas, deshidratacion en disolucion de etanol al 50, 70, 90,

99% y un proceso de liofilizacion durante 48 horas.

ANALISIS ESTADISTICO

Los datos de fuerza absoluta, relativa, y el rendimiento energético fueron analizados en el
software estadistico SPSS version 18.0, con el cual se obtuvieron estadisticos descriptivos,
con un nivel de confianza del 95%, se reporto la tabla de ANOVA 'y se aplicé la prueba de
Tukey para realizar el ajuste del nivel de confianza, a fin de establecer diferencias

significativas en los cuatro estadios larvales de cada método.
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RESULTADOS

RENDIMIENTO ENERGETICO

El proceso de captacion ininterrumpida del CO2 producido en las camaras con larvas de
primer estadio se inicié cuando los huevos eclosionaron a los 9 dias. Luego la larva
continué moviéndose hasta que agoté sus reservas energéticas 24 horas después de la
eclosion hasta su muerte por inanicion. El peso promedio obtenido en la precipitacion del
Carbonato de Bario fue de 0.083 g equivalente a 0.019 g de CO,. Se determiné mediante
ecuaciones estequiomeétricas el consumo total de oxigeno producido, que fue de 0.014 g
equivalente a 643.8 nM.O..ind® que corresponde a 0.279 J 0 0.066 calorias de energia

metabolica consumida por cada larva de primer estadio (Anexol).

El mismo proceso se realizd con larvas de Il, Il y IV estadio, alcanzando valores
promedio de energia en Joules por individuo de 5.99, 16.68 y 11.57 J respectivamente. En
la Tabla 2 se observé que al comparar el gasto energético en relacion al peso de las larvas
entre los individuos desde el primer al cuarto estadio los valores cambian elocuentemente,

obteniéndose resultados de 5.9285, 2.1383, 2.1660 y 0.4265 Jxind! respectivamente.

Al realizar la prueba de comparacion multiple de Tukey (Tabla 5), se muestra mayor
energia en larvas de primer estadio con diferencias significativas (p<0.0001), respecto a
estadios mas avanzados, de igual manera se observé que entre larvas de segundo y tercer
estadio la energia con relacion al peso no varia en forma significativa (p=0.997), pero si
presentan variacién con larvas de cuarto estadio (p<0,001) las cuales reducen sus valores

en el consumo de oxigeno (Fig. 4).
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CALCULO DE FUERZA

Los resultados obtenidos de la fuerza absoluta para los estadios larvales I, I, 111 y IV, se
reportaron en la Tabla 6, las medias fueron de 1.0077E-03, 1.1484E-03, 1.2287E-03 y
1.4884E-03 Newtons para cada estadio respectivamente, estos datos aumentan segun el
estadio y el peso de la larva generando diferencias significativas entre larvas de | y Il
estadio (p<0.0001) mientras que en larvas de Il y 11l estadio no se encontraron diferencias
significativas en el procedimiento (p<0.187). En la figura 5 se muestra los resultados de la
fuerza absoluta, donde las larvas de 1V estadio presentan mayor fuerza de empuje que las

larvas de | estadio, debido a su mayor masa corporal.

Sin embargo se realizo la relacion de la fuerza absoluta en funcién al peso de cada larva
con el fin de determinar la fuerza relativa entre cada individuo, estos datos fueron
procesados y analizados estadisticamente mediante el Analisis de varianza y pruebas de
Tukey en las tablas 9, 10 y 11 se mostraron diferencias entre las medias para los estadios
larvales I, II, 11l y IV donde se obtuvieron valores de p<0.0001 indicando diferencias

significativas entre todos los tratamientos.

Al determinar la fuerza relativa, se confirma la hipétesis planteada de que las larvas de
menor tamafio poseen una fuerza mayor que las larvas maduras en relacion al peso. La
figura 6, indica la diferencia de la fuerza relativa que alcanzan las larvas de menor tamafio
que corresponde a | estadio con un peso promedio de 7.8E-04 g, comparada con las de IV
estadio con mayor tamafio y peso promedio de 2.7E-02 g. Es asi que larvas de menor
tamaiio (I estadio), muestran tener una fuerza relativa mayor que las larvas de estadios
mas avanzados, esta relacion permite determinar que los individuos de estadio | pueden

llegar a obtener una fuerza de méas de 1000 veces relacionada a su peso, mientras que las
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larvas de estadio IV a pesar de haber adquirido una masa corporal mayor, solo logran

empujar hasta 30 veces el valor de su peso.

MORFOLOGIA GENERAL

MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO

Las larvas de T. solanivora en primer instar miden en promedio 1 mm de largo y en el
cuarto instar pueden alcanzar 14 mm de largo. Con el SEM se pudo identificar la
morfologia externa de las larvas en primer estadio, las larvas de lepidoptera
bibliograficamente para estudios morfoldgicos se dividen en cépsula cefalica, torax y
abdomen (Fig.7). En la figura 8, se observa la morfologia mandibular en la cual se

distingue el palpo maxilar, antenas, gula, labro y setas mandibulares anteriores.

Las larvas en primer estadio de T. solanivora presentan una estructura compleja, la
epicuticula es la capa mas externa de la cuticula y en ella se puede distinguir ademas de los
espiraculos, estigmas y setas, los cinturones de espiculas cuya caracteristica rugosa permite
que el cuerpo de la larva pueda adherirse facilmente a las superficies (Fig. 9). En la figura
10 se identifican los espiraculos, que se encuentran dispuestos en pares por cada segmento
a lo largo del cuerpo de las larvas en individuos de primer instar presentan un tamarno
aproximado de 15 um de diametro externo y 5 pm de didmetro interno, mientras que en
larvas de tercer estadio mide aproximadamente 30 um de didmetro externo y 10 um de

didmetro interno (Fig. 11).

Otro factor importante para el desplazamiento de las larvas son las patas y pseudopatas o
patas falsas que conforman el punto de soporte para su direccionamiento. Presenta tres

pares de patas verdaderas toracicas, cuatro pares de pseudopatas o protuberancias
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abdominales y un par de pseudopatas anales. Las pseudopatas poseen una estructura en
forma de gancho que permite diferenciarlas entre larvas de otras especies (Fig.12). Las
patas toracicas terminan en puntas que sirven como apoyo motriz, y le dan firmeza al
caminar. Las propatas abdominales estdn equipadas con ganchos terminales utilizados
como soporte para adherirse a las superficies. Las anales en cambio le sirven como eje para

levantarse, rotar o cambiar de direccidn.
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DISCUSION

Los movimientos de las larvas de los insectos son generados por un conjunto de
masculos que se ejercitan desde la eclosion, alcanzando su desarrollo, madurez y maximo
rendimiento en el primero y segundo instar, luego cambian sus propiedades y masa
muscular significativamente en su trayectoria hacia el dltimo estado larval (Harrison et al.
2012). Las neuronas motoras del sistema nervioso se relacionan con el crecimiento, el
desarrollo de ciertos musculos en la metamorfosis del insecto y con la velocidad de
contraccion de los segmentos corporales larvales; de esta manera, en un trabajo conjunto
con el sistema respiratorio, permiten la regulacion del flujo de oxigeno (Belton 1969;

Rehuben & Kammer 1979).

El oxigeno es el principal activador del metabolismo respiratorio de los insectos vy
mediante el calculo de su consumo se puede establecer el gasto energético de la larva
durante un periodo determinado de tiempo (Chapman 2011). El rendimiento energético se
baso en el calculo de consumo de oxigeno desde la eclosion de la larva hasta su muerte por
inanicion que ocurrid 24 h después, se registrd un rango de consumo desde 643 nmol
O..ind™? (I estadio) hasta 26678.5 nmol O..ind? (IV estadio), sin embargo, el consumo de
oxigeno y por tanto el rendimiento energético en funcién de la masa corporal de las larvas,
desciende segun el desarrollo de cada estadio reflejando la disposicion o predisposicion a
una disminucién de la locomocién debido a que en los estadios Il 11l y IV las larvas se
supone ya alcanzaron su fuente de alimento (Bailey & Singh 1977, Hetz 2007). La extensa
y continua actividad muscular en la busqueda inicial de alimento y proteccion, podria ser la
gue explica una agresiva capacidad infectiva y su perpetuidad como especie (Zalucki et

al. 2002). ElI mayor gasto energético que no se diferencia de manera significativa entre el
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estadio 11 y 111, se explica probablemente a que las larvas al ser retiradas del tubérculo se
han sometido a un alto nivel de estrés por el cambio brusco de las condiciones ambientales
normales necesarias para continuar con su desarrollo, lo cual no ocurre con el estadio 1V en
el cual el comportamiento natural de las larvas es salir del tubérculo para pupar. Es asi que
la energia generada se considera esencial para el trabajo que debe realizar la larva a partir
del momento de la eclosion en su busqueda de alimento. Es asi que el primer estadio
representa la mayor amenaza para los cultivos, debido a que a pesar de medir 1 mm de
longitud, posee la cantidad de energia equivalente a 0.279 J, suficiente para desplazarse por
horas buscando el lugar apropiado para horadar, penetrar al tubérculo, alimentarse e iniciar

su ciclo de vida.

La fuerza muscular de las larvas sufre cambios importantes desde el estadio inicial
hasta alcanzar el estado de pre-pupa (Chapman 2011). Las larvas de primer estadio, con
pesos promedio de 0.8 mg generaron una gran fuerza capaz de empujar hasta 1000 veces
el peso de su cuerpo, a diferencia de las de cuarto estadio que a pesar de haber adquirido
mayores pesos corporales, logran empujar hasta Unicamente 30 veces su peso, algo similar
ocurre en estudios realizados con anélidos en que los mas pequefos llegan a empujar
hasta 500 veces el peso de su cuerpo, mientras que los mas grandes solo 10 (Quillin 2000).
Estos datos indican que la fuerza relativa al igual que el gasto energético tiende a seguir un
patron directamente proporcional al relacionarlos con el desarrollo de las larvas en los

diferentes estadios.

A pesar de que el estudio morfol6gico de las larvas de T. solanivora se dificultdé por una
composicidn interna compleja, constituida por proteinas, lipidos y ceras, que impidieron
seguir un protocolo comun de fijacion para los procesos en el SEM, se logré identificar la
morfologia de estructuras externas importantes que intervienen en la locomocion y el

desarrollo larval.
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Los cinturones de espiculas cuticulares forman parte del sistema locomotor de las larvas,
pueden servir como punto de apoyo para la excavacion de sustratos o para realizar
movimientos peristalticos (Araneda & Godoy-Herrera 1986); entre larvas de primer y
tercer estadio de T. solanivora no se evidenciaron diferencias relevantes en la estructura

morfolodgica de la cuticula.

El par de espirdculos que se observan en cada segmento larvario son 6rganos como
agujeros que se abren y se cierran, y conectan con un sistema traqueal que cumple la
funcion de intercambio gaseoso con el medio externo (Hetz 2007), facilitado por los
amplios didmetros internos y externos que se observaron y que facilitan la entrada de la
cantidad de O y la salida del CO. requerido y producido en el trabajo muscular. Las larvas
de primer estadio necesitaron consumir mayor cantidad de oxigeno en relacién a su masa
corporal por la alta tasa metabdlica debido al rapido crecimiento y desarrollo y el alto gasto
energético para movilizarse, por lo tanto, es mas probable que exista la necesidad de un

sistema respiratorio mas eficiente (Greenlee et al. 2000, Zalucki et al. 2002)

La presencia de estos pares de amplios espiraculos que se repiten en cada segmento, aparte
de facilitar la posible captacion de oxigeno limitado en ciertos habitats y dentro de la
pulpa, podria sugerir una diseminacion de la plaga en cultivos de altura, aparte de merecer
mas atencién como posibles pérticos de entrada en el disefio de macromoléculas para

control biolégico

Estudios realizados por Lin & Trimmer (2010) en Manduca sexta (Lepidoptera) afirman
que las propatas contribuyen con el funcionamiento de los musculos anteriores y
abdominales, durante este proceso, el sustrato larval transmite las fuerzas necesarias a
través del cuerpo, por tanto, la presencia de estructuras como las pro-patas o patas falsas,

aportan a la generacion de la fuerza de empuje. Esta morfologia en lepidoptera y
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artropodos son controladas por las actividades reguladoras de ciertas proteinas (Hox
proteins) en los segmentos abdominales y son una caracteristica como modelo de

evolucion de estos insectos (Suzuki & Palopoli 2001).

Tanto el gasto energético, la cantidad de fuerza y las variadas estructuras externas que se
observaron en T. solanivora, muestran la gran habilidad de esta especie de plaga desde el
momento de eclosion, etapa en la cual requiere de un alto indice de energia para iniciar su

ciclo especifico de alimentacion, metamorfosis y perpetuidad de su especie.
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FIGURAS

BaOH

Figura 1: Camara de respiracion continua, (a) envase de vidrio con una salida en donde se
colocaron las larvas, (b) tubo de vidrio o manguera como via de transporte del CO», que

conecta al envase a y ¢, (c) tubo de ensayo con solucion saturada de hidréxido de bario.

Figura 2: Muestras de Carbonato de bario precipitado secas.
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Figura 3: Balanza disefiada para medir la fuerza de empuje de las larvas, y funcion de

torque del sistema.
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Figura 4: Rendimiento energético. Grafico estadistico de barras de los resultados de la
energia expresada J (Joules) comparada con el peso de los diferentes estadios larvales (I,

IL, III, V). Las lineas de error hacen referencia a la desviacion estdndar de los datos
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FUERZA ABSOLUTA
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Figura 5: Fuerza absoluta. Grafico estadistico de barras de los resultados de la Fuerza en
N (Newtons) comparada con el peso de los diferentes estadios larvales (I, II, III, IV). Las

lineas de error hacen referencia a la desviacion estandar de los datos experimentales.
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Figura 6: Fuerza relativa. Grafico estadistico de barras de los resultados de la relacion
entre la Fuerza (gramos.fuerza sobre gramos) divido para el peso (en gramos) de los
diferentes estadios larvales (I, II, IIl, IV). Las lineas de error hacen referencia a la

desviacion estandar de los datos experimentales.
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Figura 7: Microfotografia electronica. Morfologia externa de la larva de la polilla de la
papa T. solanivora en primer estadio, sin fijar. El cuerpo de la larva esta constituido por la

cabeza (HD), térax (TH) y abdomen (AB), llega a medir aproximadamente 1 mm de

longitud.

10kV X750 10vm 0900012

Figura 8: Microfotografia electronica. Morfologia mandibular de la larva de primer
estadio: palpo maxilar (PM), labro(LB), setas mandibulares anteriores (SMA), antena (AT),
gula (GL) la proporcion mandibular mide aprox. 225-250 um x 150-200 um. T= 24°C, sin

fijar.
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View field: 104 pm Det: SE View field: 41.6 pm Det: SE

Figura 9: Microfotografias electronicas. Estructura de la epicuticula (EC), conformada por

pinaculos (PN), setas (ST) y pequenas espiculas (EP). Proceso de fijacion descrito.
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Figura 10. Microfotografias electronicas. Porcion abdominal anterior. Ubicacion de los
espiraculos (EP) y pinaculos (PN) con setas (ST) en el cuerpo larval.. T solanivora, T=

24°C, sin fijar.
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SEM MAG: 5.00 kx_|Date(m/dly): 07/06/16 |

Figura 11. “A”, Imagen magnificada, se identifica uno de los espiraculos (EP) de la larva
de T. solanivora en primer estadio mide aproximadamente 15 um de diametro externo y 5
um de didmetro interno, pinaculos (PN) y setas (ST), longitud de la larva 0.8 mm. “B”,
Imagen magnificada, espirdculo de la larva de 7. solamivora en tercer estadio mide
aproximadamente 30 um de diametro externo y 10 um de didmetro interno, longitud de la

larva 5.5 mm.
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Figura 12: Microfotografias electronicas. “A” Morfologia externa, segmento abdominal
anterior de la larva, se pueden observar setas (ST) y pares de patas falsas o propatas (PA).
T= 24°C, sin fijar. “B” segmento abdominal posterior, propatas o patas falsas anales
(PAA), ganchos terminales (GT) “C” Morfologia de ganchos terminales (GT) en las
patas falsas o propatas abdominales (PA) de T. solanivora. T=20°C, protocolo de fijacion

descrito.
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TABLAS

Tabla 1: Duracion (dias) del ciclo larval de la polilla de la papa Tecia solanivora en
laboratorio a partir del dia 10 de la eclosion de las larvas, a 18 - 20°C. (N= nUmero de

repeticiones con camaras de infestacion que contienen 10 papas y 100 huevos)

ESTADIOS N DIAS
I 8 10
I 8 15
i 8 23
v 8 31
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Tabla 2: Medias de los valores energéticos en Joules en el desarrollo de los estadios

larvales de T. solanivora. y la relacion con el peso promedio. (N= nimero de réplicas, n=

namero de individuos)

ENERGIA Peso promedio
ESTADIO
media Desviacion Larvas
LARVAL N n J.mg1
(J.ind ) estandar mg
I 2 1600 0.2703 0.0233 0.0456 5.9285
1 2 60 5.987 0.7889 2.8 2.138
i 2 60 16.678 0.1306 7.7 2.166
v 2 35 11.568 0.1604 27.12 0.427
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Tabla 3: Estadisticos descriptivos de los datos de rendimiento energético, en larvas de

estadios I, I, 111 'y IV. (N= namero de réplicas)
i Desviacion
ESTADIO Media i N
estandar
| 5.9285 0.09374 2
1 2.1383 0.28175 2
Il 2.1660 0.01697 2
v 0.4265 0.00591 2
Total 2.6649 2.15354 8
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Tabla 4: Cuadro de andlisis de varianza entre los datos de pesos de las larvas y la energia

requerida en Joules con un nivel de significancia de 0.05.

Tipo 111 de
Media
Origen suma de Gl F Sig.
cuadratica

cuadrados
Modelo corregido 32.376° 3 10.792 487.8 <0.0001
Interseccion 56.812 1 56.812 2568 <0.0001
ESTADIO 32.376 3 10.792 487.8 <0.0001
Error 0.088 4 0.022
Total 89.276 8
Total corregido 32.464 7

a. R al cuadrado = 0.997 (R al cuadrado ajustada = 0.995)
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Tabla 5: Prueba de comparaciones multiples de Tukey entre los datos de pesos de las

larvas y la energia requerida en Joules con un nivel de significancia de 0.05.

HSD Tukey
Intervalo de confianza al
N (@) Diferencia de Error sig. 95%
ESTADIO ESTADIO  medias (I-J) estandar Limite Limite

inferior superior

] 3.7902" 0.14874 0.0001 3.18 4.39

I " 3.7625" 0.14874 0.0001 3.15 4.36

v 5.5020" 0.14874 0.0001 4.89 6.10

I -3.7902" 0.14874 0.0001 -4.39 -3.18

I " -.0277 0.14874 0.997 -.63 0.57

v 1.7118" 0.14874 0.001 1.10 231

I -3.7625" 0.14874 0.0001 -4.36 -3.15

Il 1 0277 0.14874 0.997 -0.57 0.63

v 1.7395" 0.14874 0.001 1.13 2.34

I -5.5020" 0.14874 0.0001 -6.10 -4.89

v I -1.7118" 0.14874 0.001 -2.31 -1.10

" -1.7395" 0.14874 0.001 -2.34 -1.13

Se basa en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica (Error) = 0.022.
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Tabla 6: Estadisticos descriptivos de los datos de fuerza absoluta, en larvas de estadios I,

I, 'y IV. (n= ndmero de individuos)

Media Desviacion

Estadio (Newtons) estandar n
I 1.0077E-003 2.14380E-005 5

Il 1.1484E-003 1.14359E-004 5

Il 1.2287E-003 1.34741E-005 5
\% 1.4884E-003 2.40329E-005 5
Total 1.2183E-003 1.87603E-004 20
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Tabla 7: Cuadro de andlisis de varianza entre los datos de pesos de las larvas y Fuerza

absoluta generada en Newtons con un nivel de significancia de 0.05

Tipo 111 de

suma de Media
Origen cuadrados Gl cuadratica F Sig.
Modelo

6.115E-72 3 2.038E-7 57.031 0.0001

corregido
Interseccion 2.969E-5 1 2.969E-5 8305.486 0.0001
Estadio 6.115E-7 3 2.038E-7 57.031 0.0001
Error 5.719E-8 16 3.574E-9
Total 3.035E-5 20
Total corregido 6.687E-7 19

a. R al cuadrado = 0.914 (R al cuadrado ajustada = 0.898)
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Tabla 8: Prueba de comparaciones multiples de Tukey entre datos de los pesos de las

larvas y Fuerza absoluta generada en Newtons con un nivel de significancia de 0,05

HSD Tukey

Intervalo de confianza al

(1) Estadio (J) Estadio leer'enua de Error Sig. ] 9% ]

medias (1-J) estandar Limite Limite

inferior superior
1 -1.4069E-004" 3.78110E-005 0.009 -2.48E-004 -3.25E-005
| Il -2.2105E-004" 3.78110E-005 0.001 -3.29E-004 -1.12E-004
v -4.8070E-004" 3.78110E-005 0.001 -5.88E-004 -3.72E-004
| 1.4069E-004" 3.78110E-005 0.009 3.25E-005 2.48E-004
1 Il -8.0364E-005 3.78110E-005 0.187 -1.88E-004 2.78E-005
v -3.4001E-004" 3.78110E-005 0.001 -4.48E-004 -2.31E-004
| 2.2105E-004" 3.78110E-005 0.001 1.12E-004 3.29E-004
Il 1 8.0364E-005 3.78110E-005 0.187 -2.78E-005 1.88E-004
v -2.5965E-004" 3.78110E-005 0.001 -3.67E-004 -1.51E-004
| 4.8070E-004" 3.78110E-005 0.001 3.72E-004 5.88E-004
v 1 3.4001E-004" 3.78110E-005 0.001 2.31E-004 4.48E-004
Il 2.5965E-004" 3.78110E-005 0.001 1.51E-004 3.67E-004

Se basa en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica (Error) = 3.574E-9.

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.
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Tabla 9: Estadisticos descriptivos de los datos de fuerza absoluta, en larvas de estadios I,

I, 'y IV. (n= ndmero de individuos)

Desviacion
Estadio Media n
estandar

I 1.3018E+003 1.17343E+002 5

Il 4.0509E+002 4.76632E+001 5

i 1.6107E+002 1.75732E+001 5

v 5.5005E+001 2.84787E+000 5

Total 4.8075E+002 5.06911E+002 20
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Tabla 10: Cuadro de analisis de varianza entre datos de los pesos de las larvas y Fuerza

relativa generada en Newtons con un nivel de significancia de 0.05

Tipo 111 de
Media
Origen suma de Gl F Sig.
cuadratica
cuadrados
Modelo corregido 4816787.186° 3 1605595.729  392.612 0.0001
Interseccion 4622409.922 1 4622409.922 1130.306  0.0001
Estadio 4816787.186 3 1605595.729  392.612 0.0001
Error 65432.350 16 4089.522
Total 9504629.458 20

Total corregido 4882219.536 19

a. R al cuadrado = 0.987 (R al cuadrado ajustada = 0.984)
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Tabla 11: Prueba de comparaciones multiples de Tukey entre datos de los pesos de las

larvas y fuerza relativa generada en Newtons con un nivel de significancia de 0.05

HSD Tukey
Intervalo de confianza al 95%
Diferencia de Error
(1) Estadio (J) Estadio Sig. Limite Limite
medias (I-J) estandar
inferior superior

I 8.9674E+002" 4.04451E+001 0.0001 7.81E+002 1.01E+003
I Il 1.1408E+003" 4.04451E+001  0.0001 1.02E+003 1.25E+003
v 1.2468E+003" 4.04451E+001  0.0001 1.13E+003 1.36E+003
I -8.9674E+002" 4.04451E+001 0.0001 -1.01E+003 -7.81E+002
I Il 2.4402E+002" 4.04451E+001 0.0001 1.28E+002 3.59E+002
v 3.5009E+002" 4.04451E+001  0.0001 2.34E+002 4.65E+002
I -1.1408E+003" 4.04451E+001  0.0001 -1.25E+003 -1.02E+003
Il I -2.4402E+002" 4.04451E+001 0.0001 -3.59E+002 -1.28E+002
v 1.0607E+002 4.04451E+001  0.078 -9.64E+000 2.21E+002
| -1.2468E+003" 4.04451E+001 0.0001 -1.36E+003 -1.13E+003
v I -3.5009E+002" 4.04451E+001 0.0001 -4.65E+002 -2.34E+002
Il -1.0607E+002 4.04451E+001  0.078 -2.21E+002 9.64E+000

Se basa en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica (Error) = 4089.522.

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05
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ANEXOS

Anexo 1: Ejemplo del calculo de ecuaciones estequiométricas para determinar la cantidad

de CO2 emitido y O, consumido.

co, + Ba(OH), > BaC0; + H,0 (Ec. 1)
44g.mol™! 171.32 g.mol™ ! 197.32 g.mol™!
0.0855 g BaCOs

444C0 = 0.019g CO
92797324 BaCo, g LY

C6H1206 + 602 - 6602 + 6 H20 AH = —2801K]m01_1 (EC

192 ¢ 264g  2)

0.019 g CO,

192 g 0, —22 2
%264 g Co,

= 0.013g 0, —» 439995.88 nMol 0,

1
- - @ _ -
439995.88 nMol 0, 79t Larvas 553.4539 nMol. ind

5.53E —7mol 0 28010007 _ 0.25
' mo 2 6mol0, J
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Anexo 2: Datos y calculos de rendimiento energético en los cuatro estadios larvales.

#larvas | peso rec inicial | peso rec final | diferenc. peso | carbonato | CO2 02 | MOLES | Nmol O2 nmol.ind J J/peso

415 23.862 23.9284 0.0664 0.059 0.0134 | 0.0098 0.0003 305166.7353 735.3415 0.3188 | 6.9920

813 18.6643 18.7688 0.1045 0.097 0.0221 | 0.0160 0.0005 501235.0762 616.5253 0.2673 | 5.8623

El 406 18.4146 18.4757 0.0611 0.054 0.0122 | 0.0089 0.0003 277892.1367 684.4634 0.2968 | 6.5082
804 19.3127 19.4183 0.1056 0.099 0.0223 | 0.0162 0.0005 506895.8419 630.4675 0.2734 | 5.9948

795 42.2876 42.3731 0.0855 0.086 0.0194 | 0.0141 0.0004 439995.8831 553.4539 0.2500 | 5.2625

30 25.903 25.976 0.073 0.073 0.0165 | 0.0120 0.0004 375668.9996 | 12522.3000 | 5.4295 | 1.9391

= 30 17.929 18.017 0.088 0.088 0.0199 | 0.0145 0.0005 452861.2598 | 15095.3753 | 6.5452 | 2.3376
30 14.027 14.25 0.223 0.223 0.0505 | 0.0367 0.0011 1147591.6015 | 38253.0534 | 16.5861 | 2.1540

= 31 13.688 13.921 0.233 0.233 0.0528 | 0.0384 0.0012 1199053.1083 | 38679.1325 | 16.7709 | 2.1780
15 13.592 13.669 0.077 0.077 0.0174 | 0.0127 0.0004 396253.6023 | 26416.9068 | 11.4541 | 0.4223

= 20 13.393 13.4977 0.1047 0.105 0.0237 | 0.0172 0.0005 538801.9761 | 26940.0988 | 11.6809 | 0.4307
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Anexo 3: Datos obtenidos de la fuerza absoluta y relativa de las larvas en los cuatro estadios

larvales.

Estadios peso peso Fuerza Fuerza N Fuerza
balanza larva Absoluta relativa
I 0.9818 0.0009 | 0.10523044 | 1.03E-03 | 1145.84256
I 0.945 0.0007 |0.10128617 | 9.93E-04 | 1418.00643
I 0.9816 0.0008 0.105209 | 1.03E-03 | 1288.81029
I 0.9442 0.0008 | 0.10120043 | 9.92E-04 | 1239.70525
I 0.9442 0.0007 | 0.10120043 | 9.92E-04 | 1416.806
I 0.956 0.0029 | 0.10246517 | 1.00E-03 | 346.261596
I 0.995 0.0029 | 0.10664523 | 1.05E-03 | 360.38733
I 0.7706 0.0028 | 0.12389068 | 1.21E-03 | 433.617363
I 0.7851 0.0028 | 0.12622186 | 1.24E-03 | 441.776527
I 0.788 0.0028 0.1266881 | 1.24E-03 | 443.40836
11 0.7706 0.0068 | 0.12389068 | 1.21E-03 | 178.548326
Il 0.7851 0.0068 | 0.12622186 | 1.24E-03 | 181.907982
Il 0.7706 0.0083 | 0.12389068 | 1.21E-03 | 146.280556
Il 0.7851 0.0083 | 0.12622186 | 1.24E-03 | 149.033045
Il 0.788 0.0083 0.1266881 | 1.24E-03 | 149.583543

v 0.788 0.026 0.14780279 | 1.45E-03 | 55.7102811
v 0.8103 0.026 0.15198553 | 1.49E-03 | 57.2868538
v 0.82 0.026 0.15380493 | 1.51E-03 | 57.9726276
v 0.8103 0.0288 | 0.15198553 | 1.49E-03 | 51.7172986
v 0.82 0.0288 | 0.15380493 | 1.51E-03 | 52.3363999
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