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Resumen y Abstract VIl

Resumen

El presente estudio es uno de los primeros trabajos realizados en Colombia que produce
informacién relevante sobre la ecologia y la evolucién del perforador del fruto de las
solanaceas Neoleucinodes elegantalis (Guenée) (Lepidoptera: Crambidae). Se
consideraron cuatro puntos importantes: la filogenia del género Neoleucinodes, el
aislamiento reproductivo entre razas de N. elegantalis, la estructura genética de las
poblaciones de N. elegantalis en Centro y Suramérica y la evaluacion del poder atrayente
de su feromona sexual en la naturaleza.

En cuanto a la filogenia morfolégica se ha hipotetizado que N. elegantalis y otras
especies Suramericanas: N. imperialis, N. prophetica, N. torvis, N. silvaniae,
Neoleucinodes n sp.1 (Ecuador) junto con especies de dos géneros cercanos:
Leucinodes orbonalis, distribuido en Asia y Africa y Euleucinodes conifrons colectado en
Colombia, conforman un mismo grupo natural. La no inclusion de E. conifrons y L.
orbonalis en un mismo género junto con las especies de Neoleucinodes haria de éste un
grupo parafilético. Se visualizaron algunos agrupamientos coincidentes con la filogenia
de las solanaceas hospederas. Los resultados muestran que N. elegantalis es una plaga
invasiva por su caracter euroico, su amplia distribuciéon geogréfica y su extensa relacion
evolutiva con sus plantas hospederas.

Las hembras de N. elegantalis fueron mondégamas o monoandricas y mostraron una
tendencia hacia el apareamiento asociativo (aislamiento precig6tico tipo comportamental)
debido a que fueron mas frecuentes los cruces homotipicos en comparacion con los
cruces heterotipicos cuando se cruzaron poblaciones de N. elegantalis de Solanum
lycopersicum (S.l), S. quitoense (S.q) y S. betaceum (S.b). La progenie se desarroll6
hasta el estado adulto del insecto en el cruce homotipico (2S.q x £S.q) y en el cruce
heterotipico (¢ S.q x & S.b) y su linea reciproca (¢ S.b x &' S.g. Sin embargo, la progenie
no fue viable en el cruce (¥ S.q x 4 S.I) y su linea reciproca (¢ S.I x & S.q) por cuanto, el
insecto solo se desarrollé hasta el estado de larva neonata (posible caso de aislamiento
postcigotico). La asociacion a la planta hospedera y el gradiente ambiental pueden estar
afectando la evolucion de las barreras de flujo genético entre las poblaciones de N.
elegantalis incrementando su aislamiento reproductivo.

El analisis de la genética de poblaciones de N. elegantalis con el gen CO1, mostré que
las poblaciones de Centro y Sur América se encuentran genéticamente estructuradas con
valores (Fs=0.73, p<0.0001). Los Fst pareados muestran diferencias genéticas entre
paises alejados geograficamente, mostrando aislamiento por distancia. La Cordillera de
los Andes separo las poblaciones genéticamente diferenciadas en Ecuador y Colombia.
En Colombia, se diferenciaron cuatro haplotipos mas frecuentes H1, H2, H4 y H7, dicha
diferenciacion fue debida a la asociacion a la planta hospedera. Los haplotipos H1, H2 y



VI Aspectos ecolégicos y evolutivos del perforador del fruto Neoleucino deselegantalis (Guenée)
(Lepidoptera: Crambidae). Un enfoque para orientar las estrategias de manejo en cultivos de solanaceas

H4 son aparentemente simpétricos dado que fueron encontrados en las Cordilleras
Central y Oriental de Colombia. El porcentaje de divergencia de estos tres haplotipos fue
< 0.5%. El mas alto valor de distancia genética fue obtenido para el haplotipo H7 con
1.9% de divergencia y se distribuye entre las Cordilleras Central y Occidental. Las
poblaciones de N. elegantalis mas divergentes se encontraron al Sur de Colombia en un
lugar donde podria haberse originado de S. quitoense. La asociacion a planta hospedera
y los factores ambientales diferenciados en las zonas de vida de Holdridge juegan un
papel importante en la diferenciacion de N. elegantalis, probablemente la especie pudo
haberse diferenciado por efecto de especiacion alo-simpéatrica, ya que se encontré que
existe una barrera geografica que influyo su divergencia (La Cordillera de los Andes) y a
Su vez se encontré asociacion a planta hospedera, siendo esta ultima, una barrera que
en simpatria sigue reforzando las barreras de aislamiento reproductivo entre las cuatro
razas de esta especie .

En Colombia la feromona sexual de N. elegantalis Neolegantol ® tuvo mayor poder de
atraccion en cultivos de S. lycopersicum; los machos de N. elegantalis de S.
lycopersicum fueron méas atraidos por la feromona de su propia poblacion
independientemente de su origen geografico, dado que Neolegantol ® se obtuvo a partir
de poblaciones venezolanas de N. elegantalis de S. lycopersicum. Es probable que en N.
elegantalis los precursores de las feromonas sexuales que son especie especificos sean
tomados de las plantas hospederas con las que se relaciona cada poblacién del insecto.

Las diferencias en el nimero de machos de N. elegantalis capturados por la feromona
Neolegantol ® entre Colombia y Ecuador se pueden explicar por dos razones basicas:
Primero, por las diferencias de adaptacion local dadas por la variacién en la temperatura,
la altitud, la humedad, la radiacion que pueden afectar bien sea a los volatiles de la
planta hospedera en cada ambiente o0 a las sefiales olfativas intraespecificas que pueden
influenciar la variaciéon en las sefiales de comunicacion sexual dentro de las poblaciones
de N. elegantalis. Segundo debido a que las poblaciones de N. elegantalis presentan
aislamiento por distancia, como lo evidenciado en el andlisis de genética de poblaciones
de la especie en Centro y Sur América. Se espera que la composicidn y la concentracion
de la feromona sexual sean diferentes entre poblaciones de diferentes ambientes
geogréficos por un efecto local y por la asociacion a sus diferentes plantas hospederas.

En general se encontr6 que a pesar de que las poblaciones de N. elegantalis presenten
una gran similitud morfolégica, la especie divergi6 en cuatro razas que muy
probablemente requieran diferentes maneras de manejar, por lo que los resultados
obtenidos en este trabajo sugieren que mas estudios son requeridos para asegurar un
mejor control del insecto en campo, no solamente en Colombia sino también en otros
paises.

Palabras claves: Solanaceae, Citocromo Oxidasal (CO1), Morfologia, Méxima
parsimonia, Monoandrica, Cordillera de los Andes, Hexadecenol
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Abstract

This present study is one of the earliest work in Colombia that produce relevant
information on the ecology and evolution of the solanaceous fruit borer Neoleucinodes
elegantalis Solanaceae (Guenée) (Lepidoptera: Crambidae). Four major points were
considered: the phylogeny of the genus Neoleucinodes, reproductive isolation between N.
elegantalis races; the genetic structure of populations of N. elegantalis in Central and
South America; and the evaluation of the attraction power of its sexual pheromone in
nature.

As for the morphological phylogeny it has been hypothesized that N. elegantalis and other
South American species: N. imperialis, N. prophetica, N. torvis N. silvaniae,
Neoleucinodes sp. n. 1 ( Ecuador ) with two species from the closely related genus:
Leucinodes orbonalis distributed in Asia and Africa and Euleucinodes conifrons collected
in Colombia, composed a natural group. Failure to include E. conifrons and L. orbonalis in
the same genus with species of Neoleucinodes would regard this group as paraphyletic.
Some overlapping groupings with the phylogeny of host Solanaceae was visualized. The
results show that N. elegantalis is an invasive pest of euroic type, because of their wide
geographical distribution and extensive evolutionary relationship with their host plants.

Neoleucinodes elegantalis females were monogamous or monoandric and showed a
trend towards assortative mating (prezigotic behavioral isolation type) because they were
more frequent homotypic crossings compared with heterotypic crosses when crossed with
populations of N. elegantalis from Solanum lycopersicum (s.l.), S. quitoense (S.q) and S.
betaceum (Sb). The progeny developed to the adult stage of the insect in the homotypic
cross (9S.q x 4S.q) and heterotypic cross (? S.q x & S.b) and their mutual line (¢ S.b x
4 S.q). However, the progeny was not viable in the cross (2S.q x 4S.I) and their mutual
line (2S.I x £S.q) because the insect only developed to the state of neonate larva (a
possible case of postzigotic isolation). The association of the host plant and
environmental gradient may be affecting the evolution of the barriers of gene flow
between populations of N. elegantalis increasing their reproductive isolation.

The analysis of population genetics of N. elegantalis with CO1 gene, showed that the
populations of Central and South America are genetically structured (Fst = 0.73, p <
0.0001). The paired FST showed genetic differences between geographically distant
countries, showing isolation by distance. The Andes separated genetically distinct
populations in Ecuador and Colombia. In Colombia, the four most common haplotypes
are H1, H2, H4 and H7, which differences were associated to their host plants. H1, H2
and H4 haplotypes are apparently sympatric since they were found in the Central and
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Eastern Cordilleras of Colombia. The percentage difference of the three haplotypes was
<0.5%. The highest genetic distance value was obtained for the haplotype H7 with 1.9%
divergence and distributed between the Western and Central Cordilleras. The most
divergent populations of N. elegantalis were found in southern Colombia in a place where
they could have originated from S. quitoense.

The association to host plant and environmental factors in the different Holdridge life
zones play an important role in the differentiation of N. elegantalis and probably distinct
species may have the effect of allo- sympatric speciation, since there is a geographical
barrier that influenced their divergence (the Andes) and regarding host plant association
this turn out to be a barrier that when in sympatry continues to strengthen reproductive
isolation barriers between the four races of this species.

In Colombia the sex pheromone of N. elegantalis Neolegantol® had more power of
attraction in cultures of S. lycopersicum; males of N. elegantalis from S. lycopersicum
were more attracted to the pheromone of its own population regardless of their
geographical origin, since Neolegantol® was obtained from populations of N. elegantalis
from Venezuelan S. lycopersicum. Probably in N. elegantalis the precursors of sex
pheromones that are species specific are taken from the host plants. Differences in the
number of males captured by N. elegantalis Neolegantol® pheromone between Colombia
and Ecuador can be explained by two basic reasons: First, because of differences in local
adaptation given by the variation in temperature, altitude, humidity, and by the radiation
that can affect either the host plant volatiles in each environment or olfactory cues that
can influence intraspecific variation in sexual communication signals within populations of
N. elegantalis. Second because populations of N. elegantalis showed isolation by
distance, as evidenced in the analysis of population genetics of the species in Central and
South America. It is expected that the composition and concentration of the sex
pheromone are different between populations from different geographical environments
by a local effect and by association to their different host plants

Generally it was found that although the populations of N. elegantalis present a great
morphological similarity among them, the species diverged into four races that will likely
require different ways of handling, so that the results obtained in this study suggest that
more studies will be required to ensure better control of the insect in the field, not only in
Colombia but also abroad.

Keywords: Solanaceae, Cytochrome oxidase 1 (CO1), Morphology, Maximum
Parsimony, Monoandric, The Andes, Hexadecenol.
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Introduccion

Neoleucinodes elegantalis

El perforador del fruto del tomate Neoleucinodes elegantalis (Guenée) (Lepidoptera:
Crambidae) es un insecto oligéfago cuya larva se desarrolla dentro del fruto,
alimentandose del mesocarpio y el endospermo de especies de la familia Solanaceae de
los géneros Solanum, y Capsicum. Ha sido encontrado principalmente en paises
Neotropicales.

En Colombia es considerada una plaga clave para la produccion de frutas y hortalizas
solanaceas como Solanum quitoense Lam. (lulo o naranjilla), Solanum betaceum Cav.
(tomate de arbol), Solanum pseudolulo Heiser (lulo del pacifico), Solanum lycopersicum
Lam. (tomate), Solanum melongena L. (berenjena), Capsicum annuum L.(pimentén) y
también se ha registrado atacando a seis especies silvestres (Solanum hirtum Vahl,
Solanum crinitum Lam., Solanum torvum Sw., Solanum acerifolium Dunal, Solanum
atropurpureum Schrank y Solanum umbellatum Mill.)

Este insecto se adapta a casi todas las zonas de vida segun Holdridge, entre los 2 a
2.560 msnm demostrando habilidad para adaptarse a clima frio, medio y calido.
Geograficamente este insecto se encuentra distribuido en las regiones Andina
Amazonica, Caribe, Orinoquia y en la region del Pacifico.

Los dafios que ocasiona este insecto impactan la economia de los productores que
generalmente son pequefios agricultores. Recientemente se cuantifico el dafio por N.
elegantalis en cultivos de lulo en el municipio de Anserma, Caldas, los datos muestran
gue puede dafar entre el 8 al 60% de la produccién, aun después de que el agricultor
realiza aplicaciones de insecticidas en forma intensiva con moléculas tipo IA y IB,
extremadamente y altamente peligrosas, sefialando la baja eficacia de esta estrategia de
control. Estos dafios representan unas pérdidas entre 351 kg/ha a 2.8 toneladas/ha. En
cultivos de tomate del Valle del Cauca puede ocasionar hasta el 60.3% de pérdidas y en
Antioquia se reportan pérdidas del 21% en tomate de &rbol. Un panorama similar o
superior es observado en Ecuador donde se han determinado dafios entre el 60 al 90%
de la produccion de lulo; en Venezuela entre el 5 al 41% en tomate, en Brasil del 77%, en
Argentina del 12% presumiblemente en Surinam entre el 40-90 % también en cultivos de
tomate, en Honduras los dafios en berenjena son del 1% en Perd en cocona (S.
sessiliflorum Dunal) del 4-5%.

En la actualidad esta polilla también es considerada una plaga cuarentenaria para
Estados Unidos y Chile. La Organizacion Europea y del Mediterraneo para Proteccién de
Plantas, EPPO se encuentra adelantando en este momento un andlisis de riesgos de



2 Aspectos ecoldgicos y evolutivos del perforador del fruto Neoleucino deselegantalis (Guenée)
(Lepidoptera: Crambidae). Un enfoque para orientar las estrategias de manejo en cultivos de solanaceas

plagas ARP para N. elegantalis con lo cual muy probablemente también sera
categorizada como plaga cuarentenaria para esta zona.

Esta condicién de plaga cuarentenaria es una barrera sanitaria que puede afectar las
exportaciones de frutas y hortalizas solanaceas colombianas a propésito de la actual
globalizacién de los mercados especialmente con la zona Euro, con quien se tienen
vinculos comerciales permanentes.

Complejos de especies cripticas del genero
Neoleucinodes

Existe una gran preocupacion debido a que en Colombia existe un complejo de especies
cripticas que cohabitan con N. elegantalis y se desconoce el potencial invasivo que
puedan tener estos taxa sobre las solanaceas cultivadas. Estas especies se han obtenido
de frutos de solanaceas silvestres y corresponden a: N. silvaniae Diaz y Solis en S.
lanceifolium Jacq., N. prophetica (Dyar) en S. umbellatum Mill., N. imperialis (Guenée) en
S. subinerme Jacq., N. torvis (Capps) en S. rudepannum Dunal, Euleucinodes conifrons
(Capps) capturado en una trampa con la feromona sexual de N. elegantalis
(Neoelegantol®) en tomate de arbol. En el Ecuador recientemente se registrd por primera
vez una especie de Neoleucinodes (posiblemente una nueva especie para la ciencia)
alimentandose de frutos de Physalis lagascae Roem. y Schult (uchuva silvestre) lo cual
implica un rango mas amplio de plantas hospederas dentro de la familia Solanaceae para
el género Neoleucinodes (ya no solo asociado a los géneros, Solanum y Capsicum). El
conocimiento de las relaciones de parentesco y el distanciamiento genético entre estas
especies cripticas de Neoleucinodes y Euleucinodes es importante debido a que podrian
considerarse una amenaza para los cultivos agricolas de solanaceas, dado que estas
especies utilizan como hospederas a frutos que pertenecen al género Solanum vy
Physalis y han sido recolectadas en ambientes ecoldgicos donde también se cultivan
solanaceas a escala comercial.

Identificacion de razas en N. elegantalis

En cuanto al desempefio biolégico de N. elegantalis en solanaceas cultivadas como
tomate, berenjena, tomate de arbol, y lulo, se ha observado mayor éxito reproductivo en
los diferentes componentes del ciclo de vida de este insecto sobre lulo. El fruto
hospedero de donde se originan las poblaciones del insecto afecta significativamente la
morfologia de N. elegantalis. En este sentido, se ha determinado que las alas de los
machos y las hembras de N. elegantalis tienen un tamafio acorde con el tamafio del fruto
hospedero, esta variacion también esta acompanada por la variacion en la conformacion
alar dado que los individuos provenientes de las solanaceas silvestres: tienen una
conformacion alar similar y se diferenciaron significativamente del resto de las
solanaceas cultivadas. También se ha demostrado que la divergencia morfométrica en la
genitalia femenina de N. elegantalis se relaciona con el tamafio del fruto hospedero que
sirve de alimentacion al insecto en su estado larval ya que los genitales pequefios en las
hembras se relacionan con individuos procedentes de frutos pequefios (por ejemplo los
de S. acerifolium, hospedera silvestre) y los genitaless grandes con individuos
procedentes de frutos de solanaceas grandes (por ejemplo tomate de arbol, hospedera
cultivada).



Introduccion 3

En el &mbito comportamental, se han observado variaciones en cuanto a los habitos de
oviposicion dependiendo de la planta hospedera aunque es comun que N. elegantalis
oviposite sobre la superficie basal adyacente al caliz. En cuanto a los habitos de pupacion
la mayoria de las poblaciones de N. elegantalis pupan en sustratos vegetales como las
hojas del mismo cultivo, o cualquier detrito vegetal, y en algunos casos en los acolchados
plasticos que cubren el suelo como se ha visto en los cultivos de pimentoén.
Independiente del tipo de sustrato de pupacion, la larva de N. elegantalis corta, se
envuelve y pega con hilos de seda el capullo pupal. Sin embargo, se ha observado
también, que en algunos paises como Venezuela y Argentina las poblaciones de N.
elegantalis que atacan cultivos de tomate también pueden pupar en el suelo. Lo cual
puede indicar que existe un comportamiento adaptativo del insecto asociado a la planta
hospedera y al area geogréfica.

Respecto al comportamiento sexual de N. elegantalis, se han identificado cinco
compuestos en las glandulas sexuales de hembras criadas sobre frutos de tomate (S.
lycopersicum) en Venezuela. Esta feromona ejerce atraccion sobre los machos del
insecto en Venezuela, Colombia y algunos estados de Brasil pero no tiene la misma
capacidad atrayente en poblaciones de N. elegantalis de Ecuador, Honduras, Bolivia,
Argentina y de algunas otras areas geograficas de Brasil. La respuesta a la feromona
sexual de N. elegantalis, tiene un efecto de tipo local. En cuanto al control biol6gico
natural, hay especificidad de enemigos naturales segun la solanacea cultivada. La mayor
diversidad de enemigos naturales se ha observado en lulo donde se han identificado 11
especies de avispas que pertenecen a cinco familias (Braconidae, Ichneumonidae,
Chalcididae, Eulophidae y Encyrtidae) y una mosca que pertenecen a la familia
Tachinidae.

Propésito de la tesis doctoral

Los antecedentes mencionados sugieren una diferenciacion genética en las poblaciones
de N. elegantalis en Colombia posiblemente asociada con las adaptaciones ecolégicas a
sus plantas hospederas, lo cual puede conducir a la formacion de razas hospederas o
biotipos en esta especie, aspecto que es importante conocer al momento de estructurar
programas de manejo integrado de especies de importancia agricola. Por ello, en esta
tesis doctoral se evaluaron algunos aspectos ecoldgicos y evolutivos en poblaciones
naturales de N. elegantalis para orientar el disefio de un programa de manejo integrado
en cultivos de solanaceas en Colombia. En tal sentido, las preguntas principales son
primero, encontrar una filogenia morfolégica de las especies cripticas del género
Neoleucinodes que permita hallar una relacion evolutiva con sus plantas hospederas y
segundo comprobar si existen biotipos o razas hospederas de N. elegantalis en Colombia
por asociacion a diferentes plantas hospederas de la familia Solanaceae.
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Objetivos

Obijetivo general

Determinar si aspectos ecoldgicos como la planta hospedante donde las poblaciones del
género Neoleucinodes y particularmente la especie N. elegantalis se encuentran
distribuidas, han ocasionado divergencia genética a nivel intraespecifica e
interespecifica, conduciendo a la divergencia morfolégica del género y a la evolucién del
aislamiento reproductivo y a la formacién de razas hospederas o biotipos de N.
elegantalis.

Capitulo I. Filogenia del género Neoleucinodes
(Lepidoptera: Crambidae) basada en evidencias
morfoldgicas.

Obijetivo general

1. Ofrecer una primera aproximacion filogenética entre algunas especies de los géneros
Neoleucinodes y Euleucinodes como: N. elegantalis, N. silvaniae, N. propherica, N.
imperialis N. torvis, Neoleucinodes n.spl.de Ecuador y E. conifrons con base en datos
morfologicos, ecologicos y de distribucion geografica que faciliten en un futuro la
identificacion de las especies, el entendimiento de sus relaciones evolutivas y de las
relaciones de estas especies con sus plantas hospederas y los ecosistemas que habitan.

Capitulo Il. Mecanismos de aislamiento precigo6tico y
poscigotico en  poblaciones de Neoleucinodes
elegantalis (Lepidoptera: Crambidae) de Solanum
quitoense Lam. (Lulo), Solanum betaceum Cav. (Tomate
de arbol) y Solanum lycopersicum Lam. (Tomate).

Obijetivos especificos

1. Determinar si existe aislamiento precig6tico entre poblaciones de N. elegantalis
mediante la observacion de la transferencia del espermatéforo de los machos a la bursa
copulatrix de las hembras.

2. Evaluar la posibilidad de aislamiento reproductivo postcigotico con el registro de
pardmetros reproductivos como nimero de huevos ovipositados, huevos eclosionados
ylo larvas neonatas y progenie hibrida en la generacion F1 (reduccién en el éxito
reproductivo, esterilidad o inviabilidad hibrida).

3. Evaluar el aislamiento precig6tico en la especie con la caracterizacion de algunos
parametros biolégicos como peso de pupas, longevidad de pupas y adultos y tamafio de
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los insectos en las poblaciones parentales de N. elegantalis de S. lycopersicum, S.
guitoense y S. betaceum provenientes de frutos infestados recolectados en campo.

Capitulo lll. Analisis de la genética de poblaciones de
Neoleucinodes elegantalis (Guenee) (Lepidoptera:
Crambidae) en Centro y Sur Ameérica con el uso de la
secuenciacion del gen mitocondrial de la Citocromo
Oxidasa 1 (CO1).

Obijetivos especificos

1. Determinar si la Cordillera de los Andes juega un papel importante en la diferenciacion
genética de N. elegantalis.

2. Establecer si la asociacion a la planta hospedera produce poblaciones de N.
elegantalis genéticamente estructuradas

3. Precisar si las zonas de vida de Holdridge también estan involucradas en la
diferenciacion de esta especie de insecto.

Capitulo.lV. Variacion en el numero de capturas de
machos de Neoleucinodes elegantalis (Lepidoptera:
Crambidae) en cultivos de solanaceas, usando trampas
cebadas con la feromona sexual de distintas
presentaciones comerciales

Objetivos especificos

1. Determinar la eficacia en la captura de machos de N. elegantalis de dos feromonas
comerciales ((Neolegantol ® y P228) en Solanum quitoense (lulo o narajilla).

2. Determinar si existen diferencias en el nimero de machos de N. elegantalis
capturados por la feromona Neolegantol ® en S. quitoense, Solanum betaceum
(tomate de arbol), S. lycopersicum y Capsicum annuun (pimentén) en Colombia y
Ecuador.

3. Analizar la variabilidad genética de los individuos de N. elegantalis capturados en
las trampas cebadas con la feromona sexual, usando las secuencias de ADN del gen
mitocondrial Citocromo oxidasa 1 (CO1) para determinar si existe una diferenciacién
genética entre los machos atraidos por esta feromona.






1. Capitulo 1

Filogenia del género Neoleucinodes (Lepidoptera:
Crambidae) basada en evidencias moleculares vy
morfoldgicas.

1.1 Resumen

La sistematica filogenética se constituye en una herramienta que facilita la identificacion
de las especies plagas o potencialmente plagas dentro de un contexto evolutivo y permite
ademas reconocer diferencias con especies cercanas y facilita demas comprender las
relaciones de especies plagas con sus plantas hospederas, en particular en aquellas que
son cultivadas y que tienen una alta importancia pues afectan la seguridad alimentaria y
la economia de un pais. El propésito de este capitulo fue evaluar las relaciones
evolutivas de las especies del genero Neoleucinodes y de estas con otros grupos de
especies relacionadas con base en datos morfolégicos/ ecol6gicos. Se estudiaron 10
taxa, como grupo interno se incluyeron ocho especies: N. elegantalis, N. silvaniae, N.
prophetica, N. torvis, N. imperialis, N. alegralis, Neoleucinodes n. sp.1 (Carchi, Ecuador)
y Neoleucinodes n. sp 2. (Guanacaste, Costa Rica). Como grupos hermanos se
incluyeron Leucinodes orbonalis, Euleucinodes conifrons 1 (Colombia), E. conifrons 2
(Costa Rica) por pertenecer a la misma subfamilia del grupo interno (Spinomelinae).
Como grupos externos se utilizaron las especies Diatraea saccharalis (Crambinae) y
Ostrinia nubilalis (Pyraustinae). Se realiz6 una matriz de datos para 12 taxa y 37
caracteres morfoldgicos/ecol6gicos. La creacidon de la base de datos se hizo con el
programa Winclada y los analisis de parsimonia para la construccion de la filogenia
basada en caracteres morfoldgicos y ecoldgicos se hicieron utilizando el programa
NONA. La filogenia morfol6gica muestra que E. conifrons 1, L. orbonalis y las especies
de Neoleucinodes de Sur América (N. elegantalis, N. imperialis, N. prophetica, N. torvis,
N. silvaniae, Neoleucinodes n sp.1 (Ecuador)) conforman un mismo grupo natural. La no
inclusion de E. conifrons 1 y L. orbonalis en un mismo género junto con las especies de
Neoleucinodes haria de éste un grupo parafilético. Se propone la siguiente filogenia
morfolégica: Grupo orbonalis (L. conifrons 1, L. imperialis, L. orbonalis, L. torvis). Sin
grupos asignados: L. elegantalis, L. prophetica, L. silvaniae, L. especie nueva de
Ecuador. Desde el punto de vista agronémico, hay linajes dentro de los taxa estudiados
gue se relacionan con solanaceas filogenéticamente mas cercanas como el clado L.
orbonalis, N. imperialis y N. torvis que se asocian a especies del género Solanum,
especificamente, a plantas del subgénero Leptostemonum (solanaceas con espinas). En



8 Aspectos ecoldgicos y evolutivos del perforador del fruto Neoleucinodes elegantalis (Guenée)
(Lepidoptera: Crambidae). Un enfogue para orientar las estrategias de manejo en cultivos de solanaceas

Colombia este grupo de insectos representaria un riesgo para cultivos como el lulo (S.
quitoense), la cocona (S. sessiliflorum), el lulo del pacifico (S. pseudolulo) y la berenjena
(S. melongena). N. elegantalis se adapta a diferentes ambientes, se distribuye en varios
paises del Neotrépico y el rango de solanaceas hospederas es bastante amplio, se
alimenta de plantas del género Solanum (subgéneros Leptostemonum, Brevantherum,
Geminata, Cyphomandra y Potato) y del género Capsicum por estas razones es una
especie invasiva y podria ser mas importante desde el punto de vista agronémico. La
especie Neoleucinodes n. spl (Ecuador) colectada en Physalis lagascae, es una especie
gue esta en proceso de descripcion, se registrd por primera vez en la Provincia de El
Carchi, no se conoce muy bien ni su distribucién geografica, ni el rango de hospederos,
se asume por lo tanto, que su herbivora se asociaria mas a solanaceas del género
Physalis. Lamentablemente las filogenias en este trabajo son limitadas y al igual que
todas las filogenias son hip6tesis que pueden cambiar conforme se va teniendo acceso a
mas datos (morfolégicos, moleculares, ecoldgicos).

1.2 Introduccidn

La sistemética filogenética se constituye en una herramienta que facilita la identificacién
de las especies plagas o potencialmente plagas dentro de un contexto evolutivo y permite
ademas reconocer diferencias con especies cercanas y facilita demas comprender las
relaciones de especies plagas con sus plantas hospederas, en particular en aquellas que
son cultivadas y que tienen una alta importancia pues afectan la seguridad alimentaria y
la economia de un pais. El propoésito de este capitulo fue evaluar las relaciones
evolutivas de las especies del genero Neoleucinodes y de estas con otros grupos de
especies relacionados con base en datos morfolégicos/ ecoldgicos.

Neoleucinodes es un género de polillas de origen Neotropical que pertenecen a la familia
Crambidae (Lepidoptera: Pyraloidea) y cuyos estadios inmaduros se alimentan
exclusivamente de frutos de plantas pertenecientes a la familia Solanacea (Capps 1948).
En términos de la sistematica del grupo, el género ha sido poco estudiado (Capps 1948),
inicialmente existid bastante confusion en relacion con la asignacién del nombre tipo del
género al igual que el de la especie tipo (Capps, 1948). Hampson (1896) cité a la especie
Leucinodes elegantalis Guenée como la especie tipo del género Leucinodes (Guenée
1854); sin embargo, Capps (1948), sefiala que Walker (1859) ya habia designado a la
especie L. orbonalis Guenée como especie tipo de Leucinodes. De esta manera, Capps
(1948), asegura que segun el principio de prioridad del codigo internacional de
nomenclatura zoolégica (ICZN, por sus siglas en ingles), la especie tipo del género
Leucinodes es L. orbonalis y no L. elegantalis como errébneamente lo indica Hampson
(1896).

El género Leucinodes por su parte se encuentra en Asia tropical y subtropical (CIE 1976)
y Africa subsahariana (Walker 1859, CIE 1976, Frempong 1979). Especies del género
Leucinodes han sido registradas como perforadoras de frutos y barrenadoras de tallos,
principalmente en Solanum melongena L. (berenjena) (Mally et al. 2015). Capps (1948),
clarificéd el estatus taxondmico de las especies del género Neoleucinodes y determiné
gue estas fueron clasificadas de manera incorrecta al ubicarlas como pertenecientes al
género Leucinodes y las incluyé a todas como pertenecientes al género Neoleucinodes,
dicha decision se debi6 en buena parte, a observaciones que mostraban que la
morfologia de la genitalia del macho y de la hembra de las especies del hemisferio
occidental variaban considerablemente con respecto a las de las especies del hemisferio



Capitulo 1 9

oriental. No obstante a las diferencias de la genitalia, la morfologia externa y el patrén
alar son bastante similares en ambos géneros (Leucinodes y Neoleucinodes) (Capps
1948, Mally et al. 2015)

En la actualidad existen ocho especies descritas para género Neoleucinodes:
Neoleucinodes alegralis (Schaus, 1920) (Lipocosma) Munroe 1995; Neoleucinodes
dissolvens (Dyar, 1914) (Leucinodes) Capps 1948; Neoleucinodes elegantalis
(Guenée, 1854) (Leucinodes elegantalis) Capps 1948; Neoleucinodes imperialis
(Guenée, 1854) (Leucinodes) Capps 1948; Neoleucinodes incultalis (Schaus, 1912)
(Parthenodes) Munroe 1995; Neoleucinodes torvis Capps 1948; Neoleucinodes
prophetica (Dyar, 1914) (Leucinodes elegantalis var.) Capps, 1948; Neoleucinodes
silvaniae Diaz y Solis 2007 (Capps 1948, Diaz y Solis 2007, Global Pyraloidea
database). Sin embargo, el trabajo de Capps (1948) no ofrece ninguna informacién con
respecto a las especies de plantas que son hospederas para la mayoria de especies de
Neoleucinodes, mas aun, fuera de este trabajo no existen otras referencias sobre la
asociacion de especies de Neoleucinodes con hospederos particulares; lo que ha hecho
dificil comprender el grado de asociacion con plantas hospederas y el tipo de
interacciones que existen entre las especies del género Neoleucinodes y las especies de
solaniceas de las cuales se alimentan.

Los esfuerzos para adelantar investigaciones sobre distribucién geografica, diversidad e
identidad morfolégica y genética de las especies del género Neoleucinodes en el
Neotrépico se han concentrado en N. elegantalis (Diaz et al. 2011; Obando 2011; Diaz-
Montilla et al. 2013a; Diaz-Montilla et al. 2013b; Diaz-Montilla et al. 2015), principalmente
por el efecto de esta especie como plaga en cultivos de solanaceas en paises como
Argentina, Brasil, Bolivia, Colombia, Ecuador, Honduras y Venezuela (Marcano 1991b;
Espinosa 2008; Paredes et al. 2010; GDA-DSA. 2010; INTA 2011; Gomes et al. 2012;
Diaz-Montilla et al. 2013b). Actualmente, no se tiene certeza sobre el area de origen del
resto de las especies de Neoleucinodes, ni se conoce con claridad su distribucion
geografica, o el rango de plantas hospederas, y el dafio que pueden llegar a causar
dichas especies de polillas en cultivos de solanaceas.

En este sentido, en los Gltimos afios se han adelantado investigaciones sobre distribucion
geografica y asociacibn con plantas hospederas para algunas especies de
Neoleucinodes, a la vez que se han descubierto nuevas especies para la ciencia en
Colombia, Ecuador y Costa Rica: Diaz y Solis (2007) descubrieron una nueva especie
para Colombia, Neoleucinodes silvanae, que se encuentra asociada a frutos silvestres de
Solanum lanceifolium Jacq., en el mismo trabajo se reportaron ademas por primera vez
N. prophetica, N. imperialis y N. torvis para Colombia y se describieron asociaciones con
frutos silvestres de solaniceas, como el caso de N. prophetica que se obtuvo en
Solanum umbellatum Mill., N. imperialis que se obtuvo de Solanum subinerme Jacq. y N.
torvis en frutos de Solanum rudepannum Dunal.

Diaz et al. (en preparacién) ademas reportan para el 2010, la captura en Colombia de un
espécimen de Euleucinodes conifrons Capps 1948 en trampas cebadas con la feromona
sexual de N. elegantalis (= Neolegantol ®) al interior de un cultivo de Solanum betaceum
(tomate de arbol) en el Departamento de Antioquia, Municipio de Santo Domingo, Vereda
El Rayo ubicado a N06°28'54.7", W75°07'68.9" a una altura de 2048 m.s.n.m. en bosque
muy humedo montano bajo (bmh-MB). Este espécimen se identifica en este trabajo como
E. conifrons 1 (Colombia). Adicionalmente, en el afio 2013, se registra por primera vez
para el Ecuador una especie de Neoleucinodes (posiblemente una nueva especie para la
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ciencia, nombrada en los analisis de este trabajo como (Neoleucinodes n.sp.1)
alimentdndose de frutos de Physalis lagascae Roem. y Schult (uchuva o uvilla)
(Fontagro, 2014) lo cual implica un rango mas amplio de plantas hospederas dentro de la
familia Solanaceae para el género Neoleucinodes (ya no solo asociado a los géneros,
Solanum y Capsicum). Los especimenes obtenidos en este trabajo fueron colectados en
marzo del 2013 en la localidad de Rioverde, Provincia de El Carchi, en Ecuador ubicada
a N 0 50.242, W78 22.324 a 814 m.s.n.m. en un bosque seco premontano bs-PM
(Fontagro, 2014).

En Costa Rica (Guanacaste) se ha referenciado una nueva especie identificada en este
estudio como Neoleucinodes n sp.2, aln no se ha descrito y su validez esti en parte
soportada por datos obtenidos en secuencias del gen Citocromo Oxidasa uno CO1 (Com.
Personal con James Robertson, University of Guelp — Biodiversity Institute of Ontario,
Bold Systems). La identificacién de las especies de Neoleucinodes estudiadas en los
trabajos citados a excepcion de la especie de Costa Rica, se ha hecho de manera
tradicional a través del andlisis morfolégico de la genitalia y teniendo en cuenta las
diagnosis y descripciones de Capps (1948).

El conocimiento de las relaciones de parentesco entre estas especies cripticas de
Neoleucinodes y Euleucinodes es importante debido a que podrian considerarse una
amenaza para los cultivos agricolas de solanaceas, dado que las larvas de N. silvaniae,
N. prophetica, N. imperialis, N. torvis y Neolecinodes n sp.1 utilizan como hospederas a
frutos que pertenecen al género Solanum y Physalis y han sido recolectadas en
ambientes ecoldgicos donde también se cultivan solanaceas a escala comercial.

Dada la dificultad para reconocer las especies y en vista de que se han identificado
complejos de especies cripticas pertenecientes a los géneros Neoleucinodes y
Euleucinodes en Colombia y Ecuador (Diaz y Solis 2007, Fontagro 2014). Esta
investigacion traté de ofrecer una primera aproximacion a las relaciones filogenéticas de
las especies de estos dos géneros y de géneros relacionados con base en los datos
morfolégicos, ecoldgicos y de distribucion geogréafica que faciliten en un futuro la
identificacion de las especies, el entendimiento de sus relaciones evolutivas y de las
relaciones de estas especies con sus plantas hospederas y los ecosistemas que habitan

1.3 Materiales y métodos

1.3.1 Taxa estudiados

El presente estudio incluyo 10 taxa. Como grupo interno se incluyeron ocho especies: N.
alegralis, N. elegantalis, N. imperialis, N. prophetica, N. silvaniae, N. torvis,
Neoleucinodes n. sp.1 (Carchi, Ecuador), Neoleucinodes n. sp.2 (Guanacaste, Costa
Rica) y Como grupos hermanos se incluyeron a Leucinodes orbonalis, Euleucinodes
conifrons 1 (Colombia) y E. conifrons 2 (Costa Rica) todas estas especies pertenecientes
a la misma subfamilia del grupo interno (Spinomelinae). Como grupos externos se
utilizaron las especies Diatraea saccharalis (Fabricius, 1794) (Crambinae) y Ostrinia
nubilalis (Hibner, 1796) (Pyraustinae).

La mayoria de insectos incluidos en el grupo interno fueron colectados en el campo sobre
diferentes frutos solanaceos infestados por larvas de Neoleucinodes, los cuales se
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reconocen bien sea por las cicatrices o puntos de entrada de las larvas neonatas o por
los excrementos que expusan las larvas maduras sobre la superficie exterior de los
frutos. Estos frutos se llevaron al laboratorio y se mantuvieron hasta la obtencion de los
insectos adultos que se conservaron en una coleccién entomoldgica y se rotularon con

los respectivos datos de colecta.

Se desconocen las plantas hospederas para los insectos provenientes de Costa Rica. La
Tabla 1-1, presenta la informacién biolégica y geogréfica, de los especimenes analizados
en este trabajo. Se analiz6 solo un espécimen para todos los casos.

Tabla 1-1. Lista de los Taxa y datos asociados a los especimenes utilizados en este

trabajo
Pais
o ] Altura
Taxa Provincia | Localidad Planta hospedera
(msnm)
/Estado
] ) o Saccharum
Diatraeae saccharalis (grupo externo) México o
officinarum
Hekpoort,
Sur Mogale's
. . o Solanum
Leucinodes orbonalis (grupo hermano) Africa, Gate 1660
o i melongena
Gauteng | Biodiversity
Centre
Trampa con
~ | Santo
) . Colombia, ) feromona sexual
Euleucinodes conifrons 1 (grupo hermano) | Domingo, |2048
Antioquia “Neolegantol ®” en
El Rayo

Solanum betaceum
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Tabla 1-1: (Continuacién)
Pais Altura
Taxa Provincia Localidad Planta hospedera
(msnm)
/Estado
Neoleuur_]odes Co!ombla, Glgar_1te, Tres _ 1531 Solanum quitoense
elegantalis Huila Esquinas, La Ondina
Neoleucinondes COIomb'a’ Silvania, San Luis )
. . Cundinamar . . - 1641 Solanum lanceifolium
silvaniae ca bajo, Villa Gloria
Neoleuglnodes Colombia, Darien, La Union, La 1539 Solanum umbellatum
prophetica Valle Isabella
. . Colombia, Jardin, Quebrada
Neoleucinodes torvis Antioquia Bonita. La Cacerola 1938 Solanum rudepanum
_Neole_uc_modes Co!ombla, Algec_;|ras, Termopila, 2048 Solanum subinerme
imperialis Huila Paraiso
Neoleucinodes n. sp.1 CE:;l:?;]jior’ Rioverde 814 Physalis lagascae
Area de Conservacion
Neoleucinodes Costa Rica, | Guanacaste, Sector 620
alegralis Alajuela San Cristobal,
Sendero Perdido
Area de Conservacion
Guanacaste, Sector
. Costa Rica, |San Cristobal,
Neoleucinodes n. sp.2 Guanacaste | Sendero Perdido, 620
Sector Del Oro,
Bosque Aguirre
Euleucinodes
conifrons 2 (grupo Costa Rica
hermano)
Wellington County,
Ostrinia nubilalis Canada, Puslinch Township, 320 703 mavs
(grupo externo) Ontario Concession 11/Hume y

Rd

1.3.2 Caracteres morfologicos y sus estados

En total se utilizaron 37 caracteres morfolégicos y ecologicos para las especies
seleccionadas. Las observaciones de laboratorio se realizaron utilizando un microscopio
Scope Al Zeiss, para los montajes de las genitalias de las especies de Neoleucinodes y
la de E. conifrons 1 que fueron analizadas anteriormente por Diaz y Solis (2007) y por
Colorado et al. (2010) respectivamente y que se encuentran depositadas en el laboratorio
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de Entomologia de Corpoica, Centro de Investigacién La Selva en Rionegro, Antioquia,
Colombia. Adicionalmente se revisaron las colecciones entomoldgicas de Corpoica,
Centro de Investigacion La Selva y del Centro de Investigacion de la cafia de azlcar de
Colombia, Cenicafa para algunos especimenes de Neoleucinodes y para la especie D.
saccharalis respectivamente. Por Ultimo, se revisaron los especimenes de Neoleucinodes
n. sp.l colectados en P. lagascae, los cuales estan depositados en la coleccion
entomoldgica del Instituto Nacional Auténomo de Investigaciones Agropecuarias (INIAP),
Estacion Experimental, Santa Catalina, Ecuador.

La terminologia utilizada para la descripcion de los caracteres sigue la utilizada por
Munroe y Solis (1999) y por Maes (1995). Pese a que la mayoria de los datos
morfolégicos se basaron en observaciones de laboratorio la caracterizacion de las
especies de Neoleucinodes y E. conifrons tuvieron en cuenta ademas la diagnosis y
descripciones de Capps (1948) siguiendo algunas de las adaptaciones de Diaz-Montilla
et al. (2013b). En el caso de L. orbonalis los datos para la especie fueron obtenidos de
Capps (1948) y de Mally et al. (2015). Para D. saccharalis se utilizd el trabajo de
Bleszynski (1969) y finalmente el estudio taxondmico de Ostrinia nubilalis de Mutuura y
Munroe (1970). La Tabla 1-2. Presenta la lista de caracteres y estados de estos utilizados
para el andlisis filogenético basado en la morfologia. La Tabla 1-3 presenta la matriz
inicial de datos para los 13 taxa y 37 caracteres utilizados para los analisis filogenéticos.

Tabla 1-2. Caracteres y estados de dichos caracteres utilizados para la filogenia basada
en datos morfolégicos de las especies de Neoleucinodes y taxa asociadas

Caracter

Estado

1. Forma de la frente

0. Redondeada
1. Entre redondeada
(intermedia)

. Conica-abultada

y

abultada

2. Dimorfismo sexual en longitud del

tercer palpomero labial

. Ausente

. Presente

3. Coloracion del escapo antenal de los

machos

. Blanquecino

. Beige

4. Dimorfismo en coloracién del escapo

antenal

2
0
1
0. Amarillo
1
2
0. Ausente
1

. Presente
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Tabla 1-2: (Continuacién)

Caracter Estado
5. Parche medio de las alas posteriores . Ausente
. Poco visible
. Evidente, grande

N = O

. Grande
. Mediana
. Pequeia

. Con l6bulos laterales
. Sin l6bulos y esclerotizada
. Sin I6bulos y membranosa

. Ausente
. Presente

. Presente
. Ausente

. Cerca de la base de la valva
. En la parte media

. Mas cerca del apice

. En el apice de la valva

11. Apice de la valva 0.Constrefiida con éarea granular vy
prolongado lateralmente

1. Apuntada

2. Redondeada

3. Truncada

6. Tamafio del ala anterior

7. Margen anterior del tergo

8. Presencia de fibula en la genitalia del
macho

9. Presencia de escamas espinosas
sobre la fibula

10. Ubicacioén de la fibula

WNNPFRPOOFRIFPO NFO|INEFO

12. Forma la valva 0. Delgada y alargada con proyeccion
triangular

. Corta y en forma de silla

. Medianamente ancha y corta

. Valva delgada y alargada

. Corta y en forma triangular

. Ausentes

. En margen ventral
. En margen dorsal
. En &pice

. Casi imperceptible

. Ocupando poco mas de la mitad de la
longitud de la valva

2. Ocupando casi la totalidad de la longitud
de la valva

15. Cornuti 0. Ausente
1. Presente

13. Setas en la valva

14. Extension de la esclerotizacion en la
costa de la valva

PO WNRFRPO| AWNPE
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Tabla 1-2: (Continuacién)

Caracter

Estado

16. Forma del cornuti

0. En forma de dedo
1. En forma de espada y con &pice curvo y
sin expansion

2. En forma de espada pero con expansion
3. alargado con apice redondeado
17. Forma del pene 0. Simple
1. Estrecho en extremo posterior
2. No se estrecha en extremo posterior
18. Denticion del pene 0. Ausente
1. Presente
19. Esclerotizacion de ostium bursae 0. Membranosa
1. Esclerotizada
20. Longitud relativa de las apdfisis | 0. Anteriores mas largas que las posteriores
anteriores y posteriores de la genitalia | 1. Similares en longitud

de la hembra

21. Longitud relativa del ductus + bursae

0. Corta: menos de la longitud del S7

1: Largo: cerca de tres veces la longitud del
S7

2: Muy largo: mas de tres veces la longitud
del S7

22. Forma del Corpus bursae

0. En forma de corazén

1. En forma elipsoidal

2. Periforme

3. Angosta con un compartimento adicional
en forma de bolsa

23. Forma del sacculus

0. Membranoso y simple

1. Esclerotizado
2. Espinoso
24. Presencia del gnatos 0. Presente
1. Ausente
25. Proceso basal redondeado en la | 0. Presente
valva 1. Ausente
26. Forma del Uncus 0. Triangular
1. Redondeado
2. Trilobulado
27. Longitud relativa del vinculum 0. Mas corto que la longitud del tegumen +

uncus
1. Similar a la longitud del tegumen + uncus

28. Chaetosema

0. Presente
1. Ausente
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Tabla 1-2: (Continuacién)

Caracter Estado

. Ausente
. Presente

29. Signum

30. Forma del praecinctorium . Simple

. Bilobulado

Oeste
Este

31. Distribucion mundial (hemisferio)

0-1000 m
1000-2000 msnm
> 2000m

32. Distribucién altitudinal

. Monocotiledbnea
. Dicotiledénea

33. Clase de planta hospedera

Poaceae
. Solanaceae

34. Familia de planta hospedera

. Saccharum
Zea

. Solanum

. Capsicum
Physalis

35. Genero de planta hospedera

36. Zona de vida (humedad) Bosque seco

. Bosque humedo

. Multivoltina
. Trivoltina

37. Generaciones por afio

P OROMWNRLROFROROINRO|IFO|ROIFO
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Tabla 1-3. Matriz de datos utilizada para los analisis filogenéticos de maxima parsimonia con todos los 13 taxa Yy todos los
caracteres (37)

Taxa Caracteres
1 2345678911111111112222222222333 333333
01234567890123456789012 345617

Diatraea saccharalis
(externo) 1 000000O0O 102110000000000000000OO0O OO0OO01O
Leucinodes orbonalis
(hermano) 2 1?27?220110204100 1111111111010111 11210
Euleucinodes conifrons
1 Colombia (hermano) 2 ?2?27?220100 23220 21?27?27?2?20111010102 11217~
Neoleucinodes 0
elegantalis ,

0 1102021002311110000112101121010101 11200
Neoleucinondes
silvaniae 0 111211210033211100011101112010101 11212
Neoleucinodes
prophetica 0 11021110222321200111201112010101 11212

Neoleucinodes torvis 0 11012110223320 0110230111010101 1121272

Neoleucinodes
imperialis 0 11001110334020 2110230111010102 1121°~2
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Tabla 1-3: (Continuacién)

Taxa Caractere

or
e
N
w

FNQE
ol e
o

~N e
NI
NN
w N
AN
oN
oN
~ N
o N
© N

Neoleucinodes n sp.1
(Carchi,Ecuador) 0 1202121012311110000120111010100114007

Neoleucinodesalegralis |2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2222222222222 2002?2127?2°?

Neoleucinodes n. sp.2.

(Guanacaste, Costa
Rica) ? 27272222222 2222222°2222222222?222?2007?21?7?7?

Euleucinodes conifrons 2
(CostaRica)(hermano) |2 2 92 2 2 0100 23220 212222011101010211212?

Ostrinia nubilalis
(externo) 0O oooo0o0111171271111300102320121121200000111
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1.3.3 Analisis filogenéticos para datos morfologicos

Para los andlisis filogenéticos se utilizaron los siguientes programas: Winclada versiéon
1.00.08 (Nixon 2002) para la creacibn de base de datos que seria posteriormente
analizada mediante parsimonia utilizando el programa NONA versién 2 (Goloboff 1999) y
con los siguientes criterios para el andlisis: busqueda heuristica, con 100 replicaciones,
con un maximo de 1000 arboles para conservar, utilizando la estrategia de blsqueda de
multiple Tree Bisection Reconnection TBR + multiple TBR, y sin restricciones.

Adicionalmente, se realizaron analisis, utilizando los mismos pardmetros pero con una
version refinada de la matriz de datos original en donde se eliminaron posibles fuentes de
error, datos incompletos, contradictorios o taxa con poca informacioén. Dicha base de
datos estuvo compuesta por 10 taxa (se eliminaron N. alegralis Neoleucinodes n.sp. 2
Guanacaste, (Costa Rica) y E. conifrons 2 (Costa Rica) porque no se tenia suficiente
informacién para estas especies) y 31 caracteres (se eliminaron caracteres para los
cuales no se tenia suficiente informacién o que presentaban polimorfismos en multiples
taxa, estos caracteres fueron: 13, 31, 33-35y 37.

1.4 Resultados

1.4.1 Filogenia morfolégica

Los analisis de parsimonia para los datos morfolégicos y biol6gicos utilizando la matriz
original (todos los taxa y todos los caracteres) resultaron en 80 arboles mas
parsimoniosos (MP) con una longitud (pasos, L) de 79, un indice de consistencia (Ci) de
79 y un indice de retencion (Ri) de 63 (uno de los arboles mas parsimoniosos obtenidos
en este analisis preliminar se presenta a manera de ejemplo en la Figura 1-1.)
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Figura 1-1 Uno de los 80 arboles mas parsimoniosos, utilizando la matriz de datos
morfolégicos original (sin refinar y que incluyo 37 caracteres y 12 taxa) con una longitud
(pasos, L) de 79, un indice de consistencia (Ci) de 79 y un indice de retencién (Ri) de 63

Diatragae saccharalis (Out)

EINEREREN R

_______ Qstrinia nubilalis (Out)
Neoleucinodes alegralis

Neoleucinodes n sp. (CarchiE)

Neoleucinodes elegantalis

Neoleucinodes n. sp. (Guanacaste, CR)

Neoleucinondes silvaniae

Neoleucinodes prophetica

- Neolsucinodes torvis
Neoleucinodes imperialis

Leucinodes orbonalis (Sister)

Euleucinodes conifrons (sister)

El arbol consenso de estos 80 MP dio como resultado el colapso de 6 nodos y los

siguientes parametros: L: 92, Ci: 68, Ri: 34. Este arbol consenso se presenta en la Figura
1-2
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Figura 1-2 Arbol consenso de los anélisis preliminares (basado en 80MP): L: 92, Ci: 68,

Ri: 34

— Diatraeae saccharalis (Out)

— Neoleucinodes elegantalis
I8 ¥ W

=] —'—G—”— Neoleucinodes n sp. (Carchi,E)

— Neoleucinodes alegralis

Neoleucinodes n. sp. (Guanacaste, CR)
2 5 85 11 12 13 18 19 2 23 M B T BN

g 01111 3 1 2 20 21 1 0 1
.
Neoleucinondes silvaniae
3

-

510 R

uon o
0 3 3 4 0 2

— ===~ ——_—8——4—_—8— Qstrinia nubilalis (Out)

2 '
 — —#— Neoleucinodes prophetica
10011 12 13 14 17 2 3
w i

——— 209 0 4 10 111

< 18 x;

= 15 [=——C—— Euleucinodes conifrons (sister)
P B
———

——8— Neoleucinodes torvis

———_——4—_—— Neoleucinodes imperialis

Leucinodes orbonalis (Sister)

Adicionalmente, se realizd un andlisis para evaluar la frecuencia de los nodos en el arbol

consenso utilizando Winclada y sus resultados se presentan en la Figura 1-3.
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Figura 1-3 Arbol consenso de los datos en la matriz original (que resulto en 80MP)
mostrando la frecuencia de los nodos

— Diatraeae saccharalis (Out)

Neoleucinodes elegantalis
— — Neoleucinodes n sp. (Carchi,E)

—— Neoleucinodes alegralis

100

Neoleucinodes n. sp. (Guanacaste, CR)

Ostrinia nubilalis (Out)

Neoleucinondes silvaniae

loo

Neoleucinodes prophetica

100 Leucinodes orbonalis (Sister)

- Euleucinodes conifrons (sister)

Neoleucinodes torvis

Neoleucinodes imperialis

Los resultados de los analisis de parsimonia utilizando los datos en la matriz mejorada se
presentan en las Figuras 4 y 5. En total se encontraron seis arboles més parsimoniosos,
con L: 68y Ci: 79 y Ri: 64, uno de estos seis cladogramas se presenta en la Figura 1-4.

Por su parte el consenso de estos seis arboles mas parsimoniosos resulto en el colapso
de tres nodos y los siguientes valores: L= 74, Ci= 74 y Ri= 48, este arbol consenso se
presenta en la Figura 1-5. Un andlisis de Bootstrap del consenso con 100 replicaciones y
100 replicaciones por busqueda se presenta en la Figural-6.
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Figura 1-4. Uno de los 6 arboles mas parsimoniosos, utilizando la matriz mejorada de
caracteres (31 caracteres y 10 taxa) con L: 68 y Ci: 79 y Ri: 64

— Diatraeae saccharalis (Out)
= DR
| ~#C-#-89— Ostrinia nubilalis (Out)
7 Neoleucinodes elegantalis
: #-_— Neoleucinodes n sp. (Carchi,E)
215 410 ‘ jr N
P22 = Neoleucinondes silvaniae
nB e . .
_ — —#-_— Neoleucinodes prophetica
1413 ; . .
> Neoleucinodes torvis
15 18 Neoleucinodes imperialis
1142
—H— 2147

Leucinodes orbonalis (Sister)

Euleucinodes conifrons (sister)
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Figura 1-5. Arbol consenso de los 6MP, utilizando la matriz mejorada de caracteres (31
caracteres y 10 taxa) con L= 74, Ci= 74y Ri= 48

— Diatraeae saccharalis (Out)
AT E

— o444 Ostrinia nubilalis (Out)

— Neoleucinodes elegantalis

LR
235 nun [ Neoleucinodes n sp. (Carchi,E)
-
Lreet 40— Neoleucinondes silvanize
7 i2
_— —— Neoleucinodes prophetica
' . : f1011 12141723 | o
. —W_I—Leucmodes orbonalis (Sister)
i1 13X
151 [~0-0— Euleucinodes conifrons (sister)
aealil
"' -4—Neoleucinodes torvis
51011122

—#-0-0— Neoleucinodes imperialis
031341
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Figura 1-6. Arbol consenso con andlisis de Bootstrap con 100 replicaciones y 100
replicaciones por busqueda, utilizando la matriz mejorada de caracteres (31 caracteres y
10 taxa)

— Diatraeae saccharalis (Out)

Qstrinia nubilalis (Out)

— Neoleucinodes elegantalis

100

Neoleucinondes silvaniae

B

Neoleucinodes n sp. (Carchi,E)

— Neoleucinodes prophetica

5 Leucinodes orbonalis (Sister)

Euleucinodes conifrons (sister)

3f

Neoleucinodes torvis

Neoleucinodes imperialis
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1.4.3 Diagnosis para las especies colombianas de Neoleucinodes
y Euleucinodes que representan nuevos registros para
Colombia:

Neoleucinodes prophetica (Dyar)

Adulto. (Figura 1-7a) Similar a individuos pequefios de N. elegantalis. La coloracion de
las alas en esta especie es mas opaca que en N. elegantalis. El ala anterior del macho
mide aproximadamente 5.9 mm de longitud medida desde la base hasta el apice y 3.5
mm de anchura desde la margen anterior hasta la margen posterior por la linea medial
(n=1). El ala anterior de la hembra mide aproximadamente 7.6 mm de longitud medida
desde la base hasta el 4pice y 3.0 mm de anchura desde la margen anterior hasta la
margen posterior por la linea medial (n=1). Escapo antenal blanco. Tercer palpomero
labial corto en ambos sexos, en machos mide 1.0 mm y en las hembras 1.2 mm.

Genitalia masculina (Figura 1-7d) con esclerotizacion de estructuras especialmente del
vinculum. Fibula, en forma de un anillo semicircular fuertemente esclerotizado, ubicado
mas cerca del apice que de la base de la valva. Apice de la valva redondeado y
constrefiido. Costa de la valva ocupa casi la totalidad de la longitud de la valva. El
cornutus del penis con forma de espada, sin ningun tipo de curvatura en el apice, con
expansion asimétrica esclerotizada en la base (Figura 1-7e).

Genitalia femenina (Figura 1-7¢) Ostium bursae con forma de bolsa, invaginado sobre
un anillo esclerotizado ubicado en la parte media ventral del octavo tergito, el cual se
prolonga hacia la parte posterior formando un escudo con dos compartimentos.
Apophysis anterioris y posterioris cortas, aproximadamente de la misma longitud (0.78 y
0.63 mm respectivamente (n=1)); la longitud del ductus y el corpus bursae es tres veces
la longitud del séptimo segmento abdominal. Signum ausente. Corpus bursae como una
bolsa asimétrica periforme.

Distribucion Puerto Rico, Guatemala, Costa Rica, Panama, Perd, Venezuela, Brasil
(Capps, 1948). En Colombia se colecté en Calima - Darién, Valle del Cauca, el 5 de
enero de. 2006, 1.539 m de elevacion, en frutos de Solanum umbellatum Mill. (Figura 1-
7b).
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Figura 1-7. Neoleucinodes prophetica (Dyar) A. Adulto macho. B. Planta hospedera
Solanum umbellatum Mill. Fotogragrafias Ana E. Diaz. C. Genitalia femenina. D. Genitalia
masculina. E. Cornutus. Fotografrias Maria del P. Hernandez, Entomologia yuca, CIAT

Neoleucinodes imperialis (Guenée)

Adulto (Figura 1-8a). Similar a los adultos pequefios de N. elegantalis. Alas anteriores
blancas hialinas y miden aproximadamente 7.2 mm de longitud medidos desde la base
hasta el apice y 2.5 mm de anchura desde la margen anterior hasta la margen posterior
por la linea medial (n=1). Capps (1948), indica que las alas de los especimenes de N.
imperialis son mas manchadas que las de N. elegantalis y un poco mas marron, el
parche medio de la margen posterior del ala anterior ausente o imperceptible.
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Figura 1-8. Neoleucinodes imperialis (Guenée). A. Adulto macho Fotogragrafia Ana E.
Diaz. B. Genitalia masculina. C. Planta hospedera Solanum subinerme Jacq. Fotografia
tomada de ©Copyright Smithsonian Tropical Research Institute 2003-2006. D. Penis.
Fotografrias Maria del P. Hernandez, Entomologia yuca, CIAT

proceso
esclerotizado

Linea anterior transversal del ala anterior de color marr6n un poco negrusca oscura.
Abdomen, térax, y marcas parduscas de las alas més pélidas que en N. elegantalis con
un poco de escamas oscuras entremezcladas. Abdomen con una banda anterior
blancuzca.

Genitalia masculina. (Figura 1-8b) con esclerotizacién de estructuras especialmente del
vinculum. La fibula es una placa esclerotizada alargada con una punta posterior
triangular que se ubica casi en el extremo del apice de la valva. Apice de la valva
redondeado, con una prolongacion membranosa, cuya superficie es porosa de donde
emergen setas o pelos. Valva corta y con una ligera esclerotizacion a lo largo de la costa.
Penis, con dos pares opuestos de procesos esclerotizados (Figura 1-8d).

Distribuciéon. Costa Rica, Panamé y Brasil (Capps, 1948). En Colombia se colecté en
Algeciras, Huila, 15 febrero de 2006 a 2.248 m de elevacion, en frutos de Solanum
subinerme Jacg. (Figura 1-8c).

Neoleucinodes torvis (Capps, 1948)

Adulto (Figura 1-9d) Capps (1948), la describe de la siguiente manera: antena simple,
levemente anillada, con pubescencias o cilias muy cortas, cuya longitud es menor al
ancho del flagelo. Palpos, cabeza, térax y abdomen de color amarillo oscuro, blancuzco y
palido, con algunas escamas blancas y oscuras entremezcladas. El tercer palpo labial en
la hembra mide 1,1 mm (n=1). La banda anterior blanca no visible en el abdomen.
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Manchas en las alas similares a las de N. elegantalis pero un poco mas obscuras y el
parche medio de la margen posterior del ala anterior estrecho, poco visible y ensanchado
posteriormente. Linea anterior transversal del ala anterior levemente oblicua y delgada a
menudo no perceptible en especimenes viejos. Las alas miden aproximadamente 6,8 mm
de longitud medidas desde la base hasta el apice y 1.8 mm de anchura desde el margen
anterior hasta el margen posterior por la linea medial (n=1)

Genitalia femenina (Figura 1-9c). El ostium bursae forma un escudo central
esclerotizado, con apertura genital aparentemente amplia y con un pliegue medio. La
bursa es angosta con una extension en forma de bolsa. La longitud de las apophysis
anterioris es de 0.65 mm y la de las posterioris 0.35 mm (n=1), esto expresado en
proporcién significa que longitud de las apophysis posterioris es aproximadamente 2
veces la longitud de las posterioris; la longitud del ductus y el corpus bursae es de 3.8
veces la longitud del séptimo segmento abdominal. Signum ausente.

Distribucién. Cuba, Puerto Rico, Jamaica, Granada, Republica Dominicana, Islas
Virgenes, México, Guatemala, Costa Rica, Panamd, Peru, Brasil, Guyana Britanica,
Guyana Holandesa y Guyana Francesa (Capps, 1948). En Colombia se colect6 en
Jardin, Antioquia, 9 de febrero de 2006, 2282 msnm, en frutos de Solanum rudepannum
Dunal (Figura 1-9b).
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Figural-9. Neoleucinodes torvis (Capps, 1948). A. Larva. B. Planta hospedera Solanum
rudepannum Dunal Fotogragrafias Ana E. Diaz. C. Genitalia femenina. Fotografria
Maria del P. Hernandez, Entomologia yuca, CIAT D. Adulto hembra. Fotogragrafia Ana
E. Diaz

Euleucinodes conifrons Capps 1948

Genitalia masculina (Figura 1-10), grande, con el vinculum no esclerotizado, valva sin
fibula y cubierta por setas alargadas extendidas en la parte dorsal. Apice de la valva
redondeado, uncus redondeado y cubierto con setas cortas como espinas. Cornuti corto
casi inapreciable. Presencia de granulos o nédulos agrupados en la parte apical del
pene.

Distribucién: Perud, Rio Morona (Capps, 1948). En Colombia fue colectado en trampas
cebadas con la feromona sexual de N. elegantalis (= Neolegantol ®) en un cultivo de
Solanum betaceum (tomate de arbol) en el Departamento de Antioquia, Municipio de
Santo Domingo, Vereda El Rayo ubicado a N06°28'54.7", W75°07'68.9" a una altura de
2048 m.s.n.m. en bosque muy humedo montano bajo (bmh-MB) (Diaz et al. en
preparacion).



Capitulo 1 31

Figura 1-10. Euleucinodes conifrons Capps 1948 A. Genitalia masculina. B. Pene C.
Valva sin fibula. D. Detalle apical del pene con nddulos dentados. Fotografias Ana E.
Diaz

1.5 Discusion

La discusion se hara con base en la matriz de datos mejorada presentada en las Figuras
1-4 y 1-6. Quizas el hallazgo mas importante de los analisis presentados, es el hecho de
que E. conifrons 1 de Colombia y Leucinodes orbonalis (inicialmente consideradas como
parte de los grupos hermanos de Neoleucinodes) hacen parte de un mismo clado, que
ademas tiene un alto soporte estadistico (bootstrap= 96%, ver Figural-6) y que incluye
ademas todas las especies del genero Neoleucinodes (excepto las especies de Costa
Rica: N. alegralis, Neoleucinodes n sp.2 y E. conifrons 2, descartadas por falta de datos
suficientes) y que esta definido por las siguientes sinapomorfias putativas: caracteres
(estados en paréntesis): dimorfismo sexual en longitud del tercer palpomero labial
(presente); coloracion del escapo antenal de los machos (blanquecino); parche medio de
las alas posteriores (evidente, grande); apice de la valva (redondeada); presencia del
gnatos (ausente) y forma del praecinctorium (bilobulado) como se puede observar en la
Figura 1-5. En otras palabras, salvo Diatraea saccharalis (grupo externo) y Ostrinia
nubilalis (ahora parte del grupo hermano) todos los demés taxa incluyendo E. conifrons y
L. orbonalis hacen parte de un grupo natural y su no inclusién en un mismo género junto
con las especies de Neoleucinodes haria de este ultimo un grupo parafiletico.
Adicionalmente, los resultados del analisis de parsimonia presentado aqui muestran un
grupo terminal con soporte estadistico medio (bootstrap 56%, Figura 1-6) conformado por
las especies Neoleucinodes torvis, Neoleucinodes imperialis, Euleucinodes conifrons 1y
Leucinodes orbonalis y definido por las sinapomorfias tentativas (estados de caracter en
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paréntesis): Cornuti (ausente) y denticién del pene (presente) que tendria como especie
hermana a Neoleucinodes prophetica (bootstrap 50%, Figura 1-6) en un clado definido y
soportado por los siguientes caracteres (estados en paréntesis): extension de la
esclerotizaciéon en la costa de la valva (ocupando casi la totalidad de la longitud de la
valva) y esclerotizacion de ostium bursae (esclerotizada).

Cuando se analizé la herviboria de las especies estudiadas, se encontrd que las historias
evolutivas entre éstas y sus plantas hospederas parecen ser congruentes: por ejemplo, el
clado basal conformado por N. imperialis, N. torvis y L. orbonalis se relaciona Unicamente
con especies del género Solanum; especificamente con especies del subgénero
Leptostemonum (Figura 1-11); por su parte las especies pertenecientes al Clado Torva
se asocian con S. rudepanum y S. subinerme que son las plantas hospederas de N.
imperialis y N. torvis respectivamente y el clado Malagasy tiene como hospedera S.
melongena que es la principal hospedera de L. orbonalis (Mally et al. 2015). Mientras que
la especie hermana N. prophetica utiliza como hospedera a S. umbellatum que pertenece
al subgénero Brevantherum el cual es genéticamente cercano a Leptostemonum
(Solanaceae Source, 2015). Lo anterior supone que esta agrupacion basal puede ser la
mas ancestral debido a que el subgénero Leptostemonum, es el mas basal dentro de la
familia Solanaceae, y se cree se diferencié en el Mioceno (5.2 - 23.8 millones de afios) y
es mas ancestral que los subgéneros Cyphomandra y Potato (Bedoya y Barrero 2009,
Wu y Tanksley 2010).

Si se considera que la diversificacion de las solanaceas ocurrié en Centro y Sur Ameérica
sobre las Cordillera de los Andes (Wang et al. 2008; Solanacea Source, 2012) a
excepcion de S. melongena que es originaria de Asia (Meyer et al. 2012), podria
suponerse que L. orbonalis es la especie mas antigua, dado que existen fragmentos
fésiles probablemente pertenecientes a la superfamilia Pyraloidea en sedimentos del
Paleoceno al Oligoceno procedentes de Europa (Inglaterra y Francia) (Kristensen y
Skalski 1999). A la vez, las especies que integran este clado mas basal parece que estan
mas adaptadas a condiciones de bosque premontano (b-PM) y bosque montano bajo (b-
MB) entre los (1000-2000 msnm).
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Figura 1-11. Arbol consenso de méaxima parsimonia MP (Atributos morfolégicos) y los
clados dentro de la familia Solanaceae de acuerdo con Solanaceae source (2015).
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Sobre la base de las consideraciones anteriores, Regier et al. (2012), realizaron una
filogenia molecular para las polillas pertenecientes a la superfamilia Pyraloidea, en la que
analizaron cinco genes nucleares: CAD (2928 pb), DDC (1281 pb), Enolose (1134 pb),
Period (888 pb) y Wingless (402 pb) en 42 polillas de esta superfamilia, para un total de
6633 pb. Sus resultados muestran particularmente que la filogenia de los Crambidae esta
fuertemente soportada pero entra en conflicto con la hipétesis morfoldgica propuesta por
Solis y Maes (2002). En esta filogenia molecular se proponen algunas nuevas
agrupaciones de acuerdo con el habitat, por ejemplo, el clado de ambiente himedo y el
clado aceite de mostaza en el que se agrupan las subfamilias que se alimentan de
plantas pertenecientes a la familia Brassicaceae, vislumbrandose que la filogenia
molecular es una herramienta que permite hacer inferencias sobre la historia evolutiva y
procesos ecoldgicos de adaptacion.

Por otro lado y dada la cercania genética entre las solanaceas que hospedan las
especies N. torvis, N. imperialis y L. orbonalis (Figura 1-11), se vislumbra que los
perforadores de este clado, podrian representar una amenaza para las especies de
solanaceas incluidas en el subgénero Leptostemonum donde se destacan cultivos de
importancia agricola como el lulo (S. quitoense), la cocona (S. sessiliflorum), el lulo del
pacifico (S. pseudolulo) y la berenjena (S. melongena). Particularmente L. orbonalis es
considerada una plaga cuarentenaria para Colombia (ICA 2010) por cuanto su
distribucion se circunscribe a Asia tropical y subtropical (CIE 1976) y Africa subsahariana
(Walker 1859, CIE 1976, Frempong 1979), siendo en estos paises la principal plaga de la
berenjena. Al respecto APHIS (2005), plantea que basta conocer el género de una planta
gue hospeda a un insecto plaga en su pais de origen para considerarlo una amenaza
fitosanitaria para la agricultura de otro pais que produce comercialmente especies
agricolas que pertenecen a ese mismo género de planta.
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Adicionalmente, el clado conformado por las especies Neoleucinodes n sp.1 (Carchi,
Ecuador), N. silvaniae y N. elegantalis (Figura 1-11) utilizan mayor diversidad de
solanaceas hospederas. Por ejemplo N. elegantalis no solamente se alimenta de
especies del género Solanum (Cinco subgéneros, Tabla 1-4) sino que también del
género Capsicum. En la Tabla 1-4, se presenta una lista de las 24 especies de
solanaceas que hospedan a N. elegantalis en el Neotrépico con base en las filogenias
gue presenta para los generos Capsicum y Solanum el Solanaceae Source (2015).

Tabla 1-4. Agrupamiento de las solanaceas hospederas de N. elegantalis de acuerdo con
la filogenia presentada en Solanaceae source (2015)

Género | Subgénero Clado Especie Pais Referencia
S. quitoense Colombia, | Sanchez
Ecuador 1973;
Solanum | Leptostemonum | Lasiocarpa Galapagos Causton. et
al. 2006;
Revelo et al.
2010
Solanum | Leptostemonum | Lasiocarpa S. Pert Anteparra et
sessiliflorum al. 2010
Solanum | Leptostemonum | Lasiocarpa S. pseudolulo | Colombia | Diaz 2014
Solanum | Leptostemonum | Lasiocarpa S. hirtum Colombia, | Morales et
Venezuela | al. 2003;
Diaz 2014
Solanum | Leptostemonum | Lasiocarpa S. lycocarpum | Brasil Diniz y
Morais 2002
Solanum | Leptostemonum | Acanthophora S. acerifolium | Colombia | Diaz 2014
Solanum | Leptostemonum | Acanthophora S. Colombia | Diaz 2014
atroporpureum
Solanum | Leptostemonum | Acanthophora S. capsicoides | Brasil Carneiro et
al. 1998
Solanum | Leptostemonum | Acanthophora S. Brasil Carneiro et
palinacanthum al. 1998
Solanum | Leptostemonum | Acanthophora S. viarum Brasil Mendal et
Argentina | al. 1996;
Paraguay | Olckers et
al. 2002
Solanum | Leptostemonum | Androceras/Crinitum | S. crinitum Colombia Diaz 2014
S. Brasil Capps
Solanum | Leptostemonum 02 sisymbrifolium | Argentina 1948; Cordo

et al. 2004
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Tabla 1-4: (Continuacién)
Género Subgénero Clado Especie Pais Referencia
Solanum Leptostemonum Torva S. torvum Colombia | Viafara (?t al.
1999; Diaz 2014
S. paniculatum | Brasil Barbosa et al
Solanum Leptostemonum 2010
Robustum S. robustum Brasil Picanco et al.
Solanum Leptostemonum 1997; Carneiro et
al. 1998
Malagasy S. melongena | Argentina | Capps 1948;
Brasil Toledo 1948;
Colombia | Posada et al.
Costa 1981; Marcano
Rica 1991a; Lightfield
Solanum Leptostemonum Venezuela | 1996; Carneiro et
Honduras | al. 1998; Morales
Surinam et al. 2003; Cordo
et al. 2004,
Espinosa 2008;
AAAAG 2008
Solanum Leptostemonum Malagasy S. aethiopicum | Brasil Toledo 1948;
Benvenga 2009
Solanum Brevantherum S. granuloso- Argentina | Cordo et al. 2004
leprosum
Solanum Brevantherum S. umbellatum | Colombia | Diaz 2014
Solanum Geminata S. arboreum Ecuador Fontagro 2014
S. betaceum Brasil Capps 1948;
Colombia | Gallego 1960;
Ecuador Posada et al.
Galdpagos | 1981; Gallego y
Solanum Cyphomandra Venezuela | Vélez 1992;
Morales et al.
2003; Causton et
al. 2006
S. Argentina | Capps 1948;
lycopersicum Bolivia A.L.A.E. 1968;
Brasil, Salas et al. 1990;
Colombia | Eiras 2000;
Solanum Potato C_osta Morales et al.
Rica 2003; Cordo et al.
Venezuela | 2004; SFE/MAG-
Paraguay | APHIS/USDA
2009; GDA-DSA
2010
Capsicum C. annuum Brasil Toledo 1948;
Colombia | Salas et al. 1990;
Costa Salas et al. 1992;
Rica Morales et al.
Venezuela | 2003; SFE/MAG-
APHIS/USDA
2009; Diaz et al.
2011.
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Estos datos muestran que N. elegantalis tiene un rango amplio de hospederos y posee la
habilidad para atacar muchas especies dentro de varios clados en la familia Solanaceae.
Ademas es una especie eurioica, debido a que se adapta a ocho zonas de vida (bs-T, bs-
PM, bh-PM, bmh-PM, bh-MB, bmh-MB, bh-T, bp-PM ) (Diaz et al. 2011, Fontagro 2014).
Estas caracteristicas cualifican a este insecto como una plaga invasiva de riesgo medio
(APHIS, 2005) debido a que utiliza hospederos alejados filogenéticamente dentro de la
misma familia de plantas. Se presume que los mecanismos de detoxificacion en N.
elegantalis han evolucionado de tal forma que le permiten tener una rango amplio de
hospederos.

Por su parte, el nuevo registro de la especie nueva de Neoleucinodes sin describir y
recolectada en bosque seco premontano (bs-PM), sobre frutos de P. lagascae en la
localidad de Rioverde, Carchi, Ecuador (referenciada en este trabajo como
Neoleucinodes n.sp.1 (Figura 1-5) muestra una ampliacion del rango de hospederos para
el género Neoleucinodes (que incluye ahora ademas el género Physalis). Sin embargo,
dada la distancia filogenética entre Physalis y los otros géneros hospederos de otras
especies de Neoleucinodes (Solanum y Capsicum) segun datos de Solanaceae source
(2015), creemos que es muy baja la probabilidad para que esta nueva especie de
Neoleucinodes, ataque hospederos de los géneros Solanum y Capsicum.

Al respecto Gilbert et al. (2012), mencionan que las especies hospederas estrechamente
relacionadas son mas propensas a compartir una plaga en particular que aquellos
hospederos alejados filogenéticamente. Por lo tanto, la probabilidad de compartir una
plaga decrece rapidamente con la distancia filogenética entre los hospederos.
Lamentablemente las filogenias en este trabajo son limitadas y al igual que todas las
filogenias son hipotesis que pueden cambiar conforme se va teniendo acceso a mas
datos (morfol6gicos, moleculares, ecoldgicos).

En este mismo sentido, N. silvaniae colectada en bosque hiumedo premontano (bh-PM)
en frutos de S. lanceifolium, especie solanacea, perteneciente al subgénero
Leptostemonun y al clado Micracantha (Figura 1-5), es mas propensa a atacar especies
de solanaceas de importancia econémica para la agricultura como S. quitoense (lulo o
naranjilla), S. sessiliflorum (cocona), S. pseudolulo (lulo del pacifico) y S. melongena
(berenjena) que estan estrechamente relacionadas dentro del subgénero Leptostemonum
en Solanaceae y se cultivan en condiciones ecoldgicas similares.

Adicionalmente, la especie hermana, O. nubilalis (barrenador Europeo del maiz), ademas
de utilizar como plantas hospederas a miembros de la familia Poaceae (Caffrey y
Worthley 1927), comparte con N. elegantalis, hospederas dentro de Solanaceae. Ambas
especies utilizan a S. lycopersicum (del género Solanum, subgenero Potato) y a C.
annuum (dentro del género Capsicum) (Caffrey y Worthley 1927) (Figura 1-5). De
acuerdo al rango de hospederos, segun PPQ (2003), O. nubilalis puede ser clasificada
como una plaga de alto riesgo por atacar varias familias de plantas.

Taxonomia propuesta

Con base en los resultados de los analisis filogenéticos presentados en este trabajo se
propone incluir las especies de los géneros Leucinodes, Euleucinodes y Neoleucinodes
evaluadas en este trabajo dentro de un mismo género, Leucinodes, con un grupo de
especies orbonalis y especies cercanas aun sin grupo asignado. Proponemos en
consecuencia los siguientes cambios en la taxonomia de la siguiente manera:
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Genero Leucinodes

Grupo de especies orbonalis

L. conifrons

L. imperialis

L. orbonalis

L. torvis

Sin grupos asignados

L. elegantalis

L. prophetica

L. silvaniae

L. specie nueva Carchi (Ecuador)

Finalmente, el grupo de datos morfolégicos presentd sefales evolutivas diferentes y son
basicamente hipétesis (con mas o menor soporte) de lo que podria ser la filogenia
(historia evolutiva) de este grupo. En teoria con una mayor cantidad de datos y diversidad
de fuentes seria posible acercarse aun mas a la verdadera historia evolutiva del grupo.
En general la divergencia estuvo acompafada por una diferenciacion morfolégica
suficiente para la mayoria de taxa. Los resultados permitieron hacer inferencias desde el
punto de vista evolutivo sobre algunos linajes (Hebert et al. 2004), sobre la asociacion
con sus plantas hospederas y sobre su adaptacion ecoldgica. Se logr6é evidenciar una
cascada filogenética en el sentido de que la diversificacion en un nivel trofico (plantas
hospederas) afecta la diversificacion en otros niveles (insectos plaga) (Forister y Feldman
2010). En este sentido y desde el punto de vista agronémico, hay linajes dentro de los
taxa estudiados que se relacionan con solanaceas filogenéticamente mas cercanas como
el clado L. orbonalis (que incluye a imperialis y torvis) que se asocia a especies del
género Solanum especificamente a plantas del subgénero Leptostemonum (solanaceas
con espinas). En Colombia este grupo de insectos representaria un riesgo para cultivos
como el lulo (S. quitoense), la cocona (S. sessiliflorum), el lulo del pacifico (S.
pseudolulo) y la berenjena (S. melongena). N. elegantalis se adapta a diferentes
ambientes, se distribuye en varios paises del Neotrépico y el rango de solanaceas
hospederas es bastante amplio, se alimenta de plantas del género Solanum (subgéneros
Leptostemonum, Brevantherum, Geminata, Cyphomandra y Potato) y del género
Capsicum por estas razones es una especie invasiva y podria ser mas importante desde
el punto de vista agronémico. La especie Neoleucinodes n. spl (Ecuador) colectada en
P. lagascae, es una especie que esta en proceso de descripcion, se registrd por primera
vez en la Provincia de EIl Carchi, no se conoce muy bien ni su distribucién geogréfica, ni
el rango de hospederos, se asume por lo tanto, que su herbivora se asociaria mas a
solanaceas del género Physalis.

Para mejorar la resolucion de la filogenia de este grupo importante de polillas, se
recomienda que en futuras investigaciones se amplien las recolecciones de campo en
distintas solanaceas para obtener una mayor cantidad de especimenes de las especies
estudiadas en este trabajo (ademas de posiblemente especies aun sin descubrir para la
ciencia). Seria ademas importante contar con una matriz de datos mas robusta que
incluya mayor niumero de caracteres morfolégicos, datos etoldgicos y ecolbgicos. Esta
filogenia morfolégica debe confrontarse con filogenias moleculares que incluyan varios
genes (nucleares y mitocondriales) debido a que el uso de un solo marcador puede dar
lugar a problemas de interpretacion, ya que otros genes en los taxa evaluados pueden
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mostrar diferentes tasas de evolucion y de esta forma obtener conclusiones mas
convincentes sobre el estado evolutivo de los taxa involucrados en los andlisis.

1.6 Bibliografia

AAAAG. 2008. L'écho des abattis no. 1 - ler Trimestre 2008. Alerte au petit foreur de la
tomate. http://www.aaaaguyane.org/pdf/eda alerte petit foreur tomate.pdf.

A.L.A.E. Asociacion Latinoamericana de Entomologia. 1968. Catalogo de insectos de
importancia econdmica en Colombia. Agronomia Tropical 1: 155.

Anteparra, M. E., K. Vargas, L. B. Granados. 2010. Primer registro para el Peru del
perforador del fruto de cocona Neoleucinodes elegantalis (Guenée) (Lepidoptera:
Pyralidae). Revista Aporte Santiaguino. 3:171-176.

APHIS. 2005. Host status of Commodity Import Analysis and Operations (CIAO), Plants
for Planting Imports and Policy, Draft of October 2005, Phase 1 of Q37 Revisions. Animal
and Plant Health Inspection Service, US Department of Agriculture, Riverdale, MD.

Barbosa F.S, E. Menezes, L.N. Arruda, D. Brito, M.G.F. Carmo, M.B. Pereira. 2010.
Preferéncia de oviposicdo de broca-pequena-do-fruto em oito variedades de tomate
rasteiro. Horticultura Brasileira. 28:634-640.

Barcode of life, 2012. Disponible en: http://www.barcodeoflife.org Consultado Enero de
2012.

Bedoya-Reina, O. C., L. S. Barrero. 2009. Filogenia de lulo, tomate de arbol y sus
parientes silvestres. Corpoica Ciencia Tecnologia Agropecuaria. 10:180-190.

Benvenga, S. R. 2009. Neoleucinodes elegantalis (Guenée) (Lepidoptera: Crambidae)
em tomateiro estaqueado: dinamica populacional, nivel de controle com feroménio sexual
e eficiencia de agrotdxicos. Tese Doutor em Agronomia (Entomologia Agricola).
Jaboticabal Sao Paulo, Brasil. 144p.

Bleszynski S. 1969. The taxonomy of the crambine moth borers of sugar cane, pp. 11-59.
In: Williams, J. R.; Metcalf, J. R.; Mungomery, R. W.; Mather, R. (Eds.). Pests of Sugar
Cane. New York: Elsevier Publishing Co.

Bold Systems: Taxonomy
http://www.boldsystems.org/index.php/Taxbrowser Taxonpage?taxon=Neoleucinodesé&s
earchTax=

Caffrey D.J., L.H. Worthley. 1927. A progress report on the investigations of the European
corn borer. USDA Bulletin 1476. 154 pp.

Capps, H. W. 1948. Status of the pyraustid moths of genus Leucinodes in the new world,
with descriptions of new genera and species. Proc. U. S. Nat. Mus. 98: 69D83.

Carneiro, J. da. S., F.N.P. Haji, F. de A.M. dos Santos. 1998. Bioecologia e controle da
broca pequena do tomateiro Neoleucinodes elegantalis. Teresina: Embrapa Meio-Norte.
Circular Técnica 26. 14 p.


http://www.aaaaguyane.org/pdf/eda_alerte_petit_foreur_tomate.pdf
http://www.boldsystems.org/index.php/Taxbrowser_Taxonpage?taxon=Neoleucinodes&searchTax
http://www.boldsystems.org/index.php/Taxbrowser_Taxonpage?taxon=Neoleucinodes&searchTax

Capitulo 1 39

Causton, C. E., S. B. Peck, B. J. Sinclair, L. Roque-Albelo, C. J. Hodgson, B. Landry.
2006. Alien insects: Threats and implications for conservation of Galapagos islands
Annals of the Entomological Society of America. 99:121-143.

Colorado, W., A.E. Diaz, F. Yepez, J. Rueda. 2010. Evaluacién de la feromona sexual
Neoelegantol® de Neoleucinodes elegantalis (Guenée) (Lepidoptera: Crambidae) en
cultivos de solanaceas y ambientes silvestres. Resimenes. XXXVII Congreso de la
Sociedad Colombiana de Entomologia, SOCOLEN, Bogoté. 36 p.

Commonwealth Institute of Entomology (CIE). 1976. Distribution maps of pests, Series A
(Agricultural) No. 364. Leucinodes orbonalis.

Cordo, H. A., G. Logarzo, K. Braun, O. Di lorio. 2004. Catalogo de insectos fitofagos de la
Argentina y sus plantas asociadas. 12 Ed. Buenos Aires: Sociedad Entomologica
Argentina. 734 p.

Diaz, A.E., M.A. Solis. 2007. A new species and species distribution records of
Neoleucinodes (Lepidoptera: Crambidae: Spilomelinae) from Colombia on Solanum sp.
Proceedings of the Entomological Society of Washington.109 (4): 897-908

Diaz-Montilla A.E, Solis M.A, Brochero H. 2011. Distribucion geografica de
Neoleucinodes elegantalis (Lepidoptera: Crambidae) en Colombia. Revista Colombiana
de Entomologia 37: 71-76.

Diaz-Montilla, A.E, Suarez-Bar6n H.G., Gallego-Sanchez G, Saldamando-Benjumea C.I
Tohme J. 2013a. Geographic differentiation of Colombian Neoleucinodes elegantalis
(Lepidoptera: Crambidae) haplotypes: evidence for Solanaceae host plant association
and Holdridge life zones for genetic differentiation. Annals of the Entomological Society of
America 106: 586-597.

Diaz-Montilla, A.E., Alma Solis, M., Kondo, T. 2013b. Chapter 8. The tomato fruit borer,
Neoleucinodes elegantalis (Guenée) (Lepidoptera: Crambidae), an insect pest of
Neotropical solanaceous fruits. Pp. 137-159. In: Pefia, J. E. Ed. Potential Invasive Pests.
CAB International, Wallingford, UK. 464 pp. ISBN: 9781845938291.

Diaz, A. E. 2014. Manejo integrado del gusano perforador del lulo y el tomate de arbol
Fondo Regional de Tecnologia Agropecuaria FONTAGRO. Corpoica C.l. La Selva.
Rionegro Antioquia, Colombia. Boletin técnico. 66 p.

Diaz-Montilla AE, Gonzalez R, Solis MA, Saldamando-Benjumea CIl. 2015. Evidence of
sexual selection in Neoleucinodes elegantalis (Lepidoptera: Crambidae): Correlation of
female moth genitalia and Solanaceae host fruit size. Annals of the Entomological Society
of America. Am. 1-10. DOI: 10.1093/aesa/sav011.

Diniz, I.R., H.C. Morais 2002. Local pattern of host plant utilization by lepidopteran larvae
in the cerrado vegetation. Entomotropica 17:115-119.

Eiras, A. E., J. L. Blackmer. 2003. Eclosion time and larval behavior of the tomato fruit
borer, Neoleucinodes elegantalis (Lepidoptera: Crambidae). Scientia Agricola. 60:195-
197.

Espinoza, H.R. 2008. Barrenador del fruto de la berenjena, Neoleucinodes elegantalis.
Fundacion Hondurefa de Investigacion Agricola. FHIA. Hoja técnica 2. 2p.



40 Aspectos ecoldgicos y evolutivos del perforador del fruto Neoleucinodes elegantalis (Guenée)
(Lepidoptera: Crambidae). Un enfoque para orientar las estrategias de manejo en cultivos de solanaceas

FONTAGRO 20014. Fundamentos para el desarrollo de estrategias de control biolégico
del perforador del fruto Neoleucinodes elegantalis (Lepidoptera: Crambidae) en frutas
solanaceas andinas exdticas. Informe final FTG-7039 /2007. 274 p.

Forister, M. L., C. R. Feldman. 2010. Phylogenetic Cascades and the Origins of Tropical
Diversity. Biotropica. 43:270-278.

Frempong E. 1979. The nature of damage to egg plant (Solanum melongena L.) in Ghana
by two important pests, Leucinodes orbonalis Gn. and Euzophera villora (Fldr.)
(Lepidoptera Pyralidae). Bulletin de I'Institut Fondamental d’Afrique 41 (2): 408-416.

Gallego, F. 1960. Gusano del tomate de arbol. Revista Facultad de Agronomia Medellin
(Colombia). 20: 39.

Gallego, F., R. Vélez. 1992. Lista de insectos que afectan los principales cultivos, plantas
forestales, animales domeésticos y al hombre en Colombia. Universidad Nacional de
Colombia y Sociedad Colombiana de Entomologia. SOCOLEN Medellin, Antioquia,
Colombia.

GDA-DSA. 2010. Gusano Perforador del fruto del Tomate - Neoleucinodes elegantalis
(Guenée). Nuevo alerta. Direccion de Sanidad agroalimentaria manejo integrado de
plagas, Gobierno Autonomo departamental Santa Cruz de la Sierra, Bolivia. See also
http://www.santacruz.gob.bo/productiva/apoyo/agricola/sanidadvegetal/contenido.php?id
Noticia=430&ldMenu=400120#ancla.

Goloboff, P. 1999. NONA (NO NAME) ver. 2 Published by the author, Tucuman,
Argentina.

Gomes, F. B., L. de J. Fortunato, A.L. V. Pacheco, L. H. de Azevedo, N. Freitas and S.K.
Homma.2012. Incidéncia de pragas e desempenho produtivo de tomateiro organico em
monocultivo e policultivo [Incidence of pests and organic tomato crop productive
performance in monoculture and polyculture]. Horticultura Brasileira (30): 756-761.

Global Pyraloidea database. Lepidoptera: Pyraloidea: Crambidae. Spilomelinae Guenée,
1854:277. http://globiz.pyraloidea.org/Pages/Reports/TaxonReport.aspx. Retrieved 2015-
03-17.

Instituto Colombiano Agropecuario ICA. Resolucion 2895. 2010. Diario Oficial No. 47.825
de 7 de Septiembre de 2010.

Instituto de Tecnologia Agropecuaria INTA-Argentina. 2011. Horticultura. El perforador
del fruto del tomate Neoleucinodes elegantalis (Guenée). Triptico perforador reimpresion.
Centro Regional Salta-Jujuy. Estacion Experimental de cultivos tropicales Yuto.

Kristensen N. P., A. W. Skalski. 1999. Phylogeny and Paleontology pp. 9-25. In.
Handbuch der Zoologie. Handbook of Zoology. Band/Volumen IV Artropoda:insecta. Niels
P. Kristensen (ed.) Lepidoptera, Moths and Butterflies. Volume 1: Evolution, Systematics,
and Biogeografphy. Teilband/Part 35. Walter de Gruyter Berlin New York. 491p.

Lightfield, J. 1996. Central American Solanum melongena fruits: Pest Risk Assessment-
USDA-APHIS-PPQ-10/14/97. 17 p.Maes, K.V.N. 1995. A Compartative morphological
study of the adult Crambidae (Lepidoptera: Pyraloidea). Annales de la Société royale
entomologique de Belgique. 131: 159-168.


http://www.santacruz.gob.bo/productiva/apoyo/agricola/sanidadvegetal/contenido.php?IdNoticia=430&IdMenu=400120#ancla
http://www.santacruz.gob.bo/productiva/apoyo/agricola/sanidadvegetal/contenido.php?IdNoticia=430&IdMenu=400120#ancla

Capitulo 1 41

Mally R., A. Korycinska, D.J.L. Agassiz, J. Hall, J. Hodgetts, M. Nuss. 2015. Discovery of
an unknown diversity of Leucinodes species damaging Solanaceae fruits in sub-Saharan
Africa and moving in trade (Insecta, Lepidoptera, Pyraloidea. ZooKeys 472: 117-162.

Marcano, R. 1991a. Ciclo biolégico del perforador del fruto del tomate Neoleucinodes
elegantalis (Guenée) (Lepiddptera: Pyralidae), usando berenjena (Solanum melongena)
como alimento. Boletin de Entomologia Venezolana 6:135-141.

Marcano, R. 1991b. Estudio de la biologia y algunos aspectos del comportamiento del
perforador del fruto del tomate Neoleucinodes elegantalis (Guenée) (Lepidoptera:
Pyralidae) en tomate. Agronomia Tropical. 41:257-263.

Medal, J. C., R. C. Harudattan, J. J. M. Ullahey, R. A. P. Itelli. 1996. An exploratory insect
survey of tropical soda apple in Brazil and Paraguay. Florida Entomologist 79: 70-73.

Meyer, R. S., K. G. Karol, D. P. Little, M. H. Nee, A. Litt. 2012. Phylogeographic
relationships among Asian eggplants and new perspectives on eggplant domestication.
Molecular Phylogenetics and Evolution. 63: 686-701.

Morales, V. P., M. Cermeli, F. Godoy, B. Salas. 2003. Lista de insectos relacionados a las
solanaceas ubicados en el Museo de Insectos de Interés Agricola del CENIAP- INIA.
Entomotropica. 18:193-209.

Munroe, E., M.A. Solis. 1999. Pyraloidea, pp.233-256. En: Kristensen, N. (ed.)
Lepidoptera, Moths and Butterflies, Vol.1, Arthropoda, Insect, Vol.4, Part 35. Handbook of
Zoology. Walter de Gruyter & Co. Berlin. 491 p.

Mutuura, A., E. Munroe. 1970. Taxonomy and distribution of the european corn borer and
allied species: genus Ostrinia (Lepidoptera: Pyralidae). Memoirs of the Entomological
Society of Canada, 102:1-112. doi:10.4039/entm1027 1fv.

Nixon, K. C. 2002. WinClada ver. 1.00.08. Published by the author, Ithaca, NY

Obando V. 2011. Variabilidad morfométrica de Neoleucinodes elegantalis (Guenée)
(Lepidoptera: Crambidae): perforador de fruto de las solandceas de importancia
economica. M.S. thesis, Facultad de Ciencias Agropecuarias Universidad Nacional de
Colombia sede Medellin. 98p.

Olckers, T., J. C. Medal, D. E Gandolfo. 2002. Insect herbivores associated with species
of Solanum (Solanéceae) in Northeastern Argentina and Southeastern Paraguay, with
reference to biological control of weeds in South Africa and the United States of America.
Florida Entomology 85: 254-260.

PPQ. 2003. Guidelines for Pathway-Initiated Pest Risk Assessments. U.S. Department of
Agriculture, APHIS, Plant Protection and Quarantine, Permits and Risk Assessment
Commodity Risk Analysis Branch, Riverdale, MD.

Paredes J, Peralta EL, Gémez P. 2010. Gusano Perforador de los Frutos de Naranjilla
(Solanum quitoense Lam): Identificacién y Biologia. Revista Tecnolégica ESPOL — RTE,
23: 27-32.

Picanco, M., V. W. D. Casali, G. L. D. Leite, I. R. de Oliveira. 1997. Lepidoptera asociated
with Solanum gilo. Horticultura Brasileira.15:112-114.



42 Aspectos ecoldgicos y evolutivos del perforador del fruto Neoleucinodes elegantalis (Guenée)
(Lepidoptera: Crambidae). Un enfoque para orientar las estrategias de manejo en cultivos de solanaceas

Posada, L., I. Polonia, A. Lépez, N. Ruiz, D. Rodriguez. 1981. Nuevo huésped. En: ICA.
Notas y Noticias Entomolégicas. Bogota, Cundinamarca/Colombia, pp. 11.

Regier, J., C. Mitter, M.A. Solis, J.E. Hayden, B. Landry, M. Nuss, T.J. Simonsen, S-H.
Yen, A. Zwick , M.P. Cummings. 2012. A molecular phylogeny for the pyraloid moths
(Lepidoptera: Pyraloidea) and its implications for higher-level classification. Systematic
Entomology. 37: 635-656.

Revelo, J., P. Viteri, W. Vasquez, F. Valverde, J. Le6n, P. Gallegos. 2010. Manual del
cultivo ecoldgico de la naranjilla. Manual Técnico No. 77. INIAP. Quito, Ecuador. 120 p.

Rodriguez Del Bosque, L. A., Smith, J. W. JR., Martinez, A. J. Winter mortality and spring
emergence of corn stalkborers (Lepidoptera: Pyralidae) in subtropical Mexico. J. Econ.
Entomol. 88:628-634.

Salas, J., C. Alvarez, A. Parra. 1990. Contribucién al Conocimiento de la Ecologia del
perforador del fruto del tomate Neoleucinodes elegantalis Guenée (Lepidoptera:
Pyraustidae). Agronomia Tropical. 41: 275-283.

Salas, J., C. Alvarez, A. Parra. 1992 Estudios sobre la feromona sexual natural del
perforador del fruto del tomate Neoleucinodes elegantalis (Guenée) (Lepidoptera:
Pyralidae). Agronomia Tropical. 42:: 227-231.

Sanchez, G. 1973. Las plagas del lulo y su control. ICA Programa Nacional de
Entomologia. Boletin Técnico N° 25. 26 p.

Servicio Fitosanitario de Estado (SFE) del Ministerio de Agricultura y Ganaderia (MAG)
de Costa Rica/ Servicio de inspecciéon de sanidad animal y vegetal (APHIS) del
Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (USDA). 2009. Guia para la
certificacion y exportacién de Capsicum spp y Lycopersicon esculentum a los Estados
Unidos de América. 21 p.

Solanaceae Source. 2015. En: Natural History Museum. Disponible en:
http://www.nhm.ac.uk/research-curation/research/projects/solanaceaesource/solanum/.
(Consultado Julio 13 2015).

Solis, M.A., K.V.N. Maes. 2002. Prelimminary phylogenetic analysis of the subfamilies of
Crambidae (Pyraloidea: Lepidoptera) Belgian Journal of Entomolgy. 4:53-95.

Sugar Research Australia. [not dated]. Dossier on Diatraea species as pests of
sugarcane.
http://www.sugarresearch.com.au/icms_docs/163501 Diatraea_spp_Dossier.pdf. 27 pp.

Toledo, A. A. 1948. Contribuicdo para o estudo da Neoleucinodes elegantalis (Guenée,
1854), praga do tomate. O Bioldgico, Sao Paulo. 14: 103-108.

Viafara, H. F., F. Garcia, A. E. Diaz. 1999. Parasitismo natural de Neoleucinodes
elegantalis (Guénee) (Lepidoptera: Pyralidae) en algunas zonas productoras de
Solanaceas del Cauca y Valle del Cauca Colombia. Revista Colombiana de Entomologia.
25:151-159.

Walker F. 1859 Pyralides. List of the Specimens of Lepidopterous Insects in the
Collection of the British Museum 17: 255-508.



Capitulo 1 43

Wang, Y., A. Diehl, F. Wu, J. Vrebalov, J. Giovannoni, A. Siepel, S. D. Tanksley. 2008.
Sequencing and Comparative Analysis of a Conserved Syntenic Segment in the
Solanaceae. Genetics 180: 391-408.

Waugh, J. 2007. DNA barcoding in animal species: progress, potential and pitfalls.
BioEssays. 29: 188-197.

Wu, F., S. D. Tanksley. 2010. Chromosomal evolution in the plant family Solanaceae.






2. Capitulo 2

Mecanismos de aislamiento precigético y poscigotico en
poblaciones de Neoleucinodes elegantalis (Lepidoptera:
Crambidae) de Solanum quitoense Lam. (Lulo), Solanum.
betaceum Cav. (Tomate de arbol) y Solanum
lycopersicum Lam. (Tomate).

2.1 Resumen

Los mecanismos de aislamiento reproductivo que se evidencian en las especies son de
particular importancia para establecer si ellas presentan barreras totales o parciales al
flujo genético, por lo que permiten determinar si las poblaciones analizadas representan
especies verdaderas o0 especies incipientes. Siempre y cuando se tenga en cuenta el
concepto bioldgico de especie (Futuyma 2004). Para evaluar los mecanismos de
aislamiento reproductivo (precigético y poscigético) en Neoleucinodes elegantalis se
realizaron dos experimentos en dos épocas y ambientes diferentes. En ambos se
analizaron poblaciones de N. elegantalis de Solanum lycopersicum, S. quitoense y S.
betaceum, realizando cruces intrapoblacionales e interpoblacionales. En el primer
experimento los cruzamientos se establecieron por las diferencias en el tamafio de la
genitalia de la hembra de N. elegantalis (Diaz-Montilla et at. 2015), se empleo como
hospedera a S. lycopersicum y se evalud el comportamiento de una pareja/planta. En el
segundo experimento se hicieron todas las posibles combinaciones entre las poblaciones
de N. elegantalis. La especie de solanacea utilizada como planta hospedera fue de la
misma especie que dio origen a la hembra parental y se estudiaron 5 parejas/planta. En
ambos experimentos los adultos permanecieron en jaulas entomoldgicas con la planta
hospedera que tuvo frutos de 1.5 a 4 cm de diametro como sustratos de oviposicién. El
aislamiento precigético se midi6 a través del numero de hembras copuladas por
presencia de espermatdforo dentro de la bursa copulatrix. El aislamiento poscig6tico
considerd las siguientes variables: (1) numero de huevos ovipositados/hembra, (2)
namero de larvas neonatas, (3) tiempo de duracién desde la oviposicion hasta el estado
de prepupa. Como variables respuesta en las poblaciones parentales y en la F1 se
evaluaron: Peso/duracion pupa y longevidad de adultos. Para probar si hubo diferencias
en el nimero de copulas y en la oviposicion de las hembras entre los cruces
intrapoblacionales vs. los cruces interpoblacionales de N. elegantalis, se realizé una
prueba de Chi cuadrado, considerando la correccién de Yates. Las variables respuesta
en las poblaciones parentales fueron sometidas a un ANOVA y una prueba de Tukey.
Los adultos de N. elegantalis tuvieron un comportamiento erratico en ambos
experimentos. En total se estudiaron 617 hembras en los dos experimentos y de éstas
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solo 106 fueron copuladas, encontrandose un solo espermatdforo por bursa copulatrix
(las hembras fueron mondgamas o monoéandricas). En general las hembras de N.
elegantalis copularon tanto en los entrecruzamientos intra e interpoblacionales. Las
poblaciones de N. elegantalis mostraron una tendencia hacia el apareamiento asociativo
(aislamiento precigético tipo comportamental) debido a que fueron mas frecuentes los
cruces homotipicos en comparacién con los cruces heterotipicos. Las hembras de N.
elegantalis ovipositaron en la mayoria de los cruces, excepto en ($S. b x d S. 1) y (2S. I x
dS. b) en el experimento uno y en los cruces (?S. I x & S. 1) y (?S. 1 x JS. b) del
experimento dos. En el cruzamiento (2S. | x & S.q) y su linea reciproca. (2S. q x & S.I)
se obtuvo progenie pero el insecto solo se desarrolld hasta el estado de larva neonata.

N. elegantalis tuvo éxito reproductivo nicamente en el cruce homotipico (9S.q x 3S.q) y
en el cruce heterotipico (2 S.q x & S.b) y su linea reciproca (? S.b x & S.q) en los cuales
la progenie se desarrolld6 hasta el estado adulto del insecto. El peso/duraciéon pupa y
expansion alar de adultos en la poblacion parental fue diferente segun la planta
hospedera. Las condiciones medio ambientales donde realizaron los experimentos sobre
aislamiento reproductivo pudieron afectar la cantidad y calidad de semioquimicos
emitidos por las solanaceas hospederas, perjudicando el apareamiento y el éxito
reproductivo de este insecto. Se vislumbra que la asociacién a la planta hospedera y el
gradiente ambiental puede estar afectando la evolucién de las barreras de flujo genético
entre las poblaciones de N. elegantalis, incrementando su aislamiento reproductivo.
Desde el punto de vista agronémico convendria evaluar el efecto de la siembra de
cultivos simpatricos de S. quitoense, S. betaceum y S. lycopersicum para reducir la
densidad de las poblaciones de N. elegantalis en vista de que los hibridos obtenidos de
estos cruces podrian tener bajo éxito reproductivo en cuanto a viabilidad y fertilidad.

2.2 Introduccidn

Neoleucinodes elegantalis (Guenée, 1854) (Lepidoptera: Crambidae), o perforador del
fruto del tomate, es una plaga cuarentenaria para Estados Unidos y es la principal
limitante entomoldgica para la produccién y comercializacion de frutas y hortalizas
solanaceas en Colombia (Diaz y Solis 2007; Diaz et al. 2011). Es un insecto oligéfago
gue se alimenta de frutos de diferentes especies de la familia Solanacea incluidas en los
géneros Solanum y Capsicum (Capps, 1948; Mendal et al. 1996, Carneiro et al. 1998,
Diniz y Morais 2002, Olckers et al. 2002, Morales Valles et al. 2003, Cordo et al. 2004,
Diaz 2014). N. elegantalis tiene una alta capacidad de adaptacion climatica (0-2600
msnm) que abarca seis zonas de vida segun Holdridge, pertenecientes a los pisos
térmicos calido, templado y frio (Diaz et al. 2011).

Estudios de laboratorio han revelado que existe alta variabilidad en la duracion del ciclo
de vida (25,6 a 124,1 dias) y el nUmero de huevos ovipositados segun la temperatura y el
fruto hospedero que se utilice para la cria de N. elegantalis (tomate, berenjena o lulo)
(Marcano 1991a, 1991b, Serrano et al. 1992). Los habitos de oviposicion y pupacién
observados en campo y laboratorio también cambian segun la planta hospedera)
(Marcano 1991a, 1991b, Serrano et al. 1992, INTA 2011). Los enemigos naturales son
diversos y especificos segun la solanacea hospedera (Serrano et al. 1992, Viafara et al.
1999, Diaz et al. 2012).
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Recientemente Diaz et al. (2015) encontraron que la variabilidad en el tamafio de la
genitalia femenina de N. elegantalis se correlacion6 directamente con el tamafio del fruto
que hospeda al insecto en estado larval. En este trabajo se diferenciaron cuatro grupos:
1) S. aceriflolium (con el tamafio mas pequefio de la genitalia 1.97 mm?); 2) S. quitoense,
S. lycopersicum, C. annuum y S. hirtum (genitalia mediana 2.25 mm?); 3) S.
atroporpureum; (genitalia intermedia 2.48 mm?); 4) S. melongena, S. crinitum y S.
betaceum (genitalia grande 2.58 mm?). Esta es la primera evidencia que sugiere
asociacion entre las diferentes especies de solanaceas hospederas y las poblaciones de
N. elegantalis. Adicionalmente Obando (2011) también encontré6 que la diferenciacion
morfométrica (tamafio y conformacion) del ala en los adultos de N. elegantalis depende
de la planta-hospedera y de la zona ecoldgica donde el insecto fue recolectado.

Los trabajos de Diaz et al. (2015) y Obando (2011) muestran gque es posible la existencia
de biotipos o razas hospederas de N. elegantalis, por lo tanto, es factible que se
presenten barreras de flujo genético causadas por mecanismos de aislamiento
reproductivo a nivel precig6tico (comportamental, temporal, quimico, mecanico o
ecologico) y mecanismos de aislamiento a nivel poscigoético (reduccion de éxito
reproductivo de los hibridos, esterilidad e inviabilidad hibrida) (Drés y Mallet 2001).

Para determinar el estatus taxonémico de un biotipo o raza hospedera se pueden realizar
pruebas de aislamiento reproductivo a través de hibridaciones interpoblacionales entre
los individuos provenientes de diferentes hospederos (Dres y Mallet 2002). Muchas
especies de insectos muestran altos niveles de aislamiento precig6tico mientras que
otros tienen fuerte aislamiento poscigotico, siendo el primero el mas relevante en el
proceso de especiacion (Coyne y Orr 1989a, 1989b, Pashley et al. 1992, Davies et al.
1997, Jiggins et al. 2001, Presgraves 2002, Groot et al. 2008, 2010).

En el aislamiento reproductivo puede ocurrir que haya una fuerte discriminacion por la
pareja (aislamiento precig6tico) y un marcado efecto ecoldgico por la adaptaciéon a la
planta hospedera (aislamiento postcigético extrinseco) (Coyne y Orr 1989a, b). El
aislamiento reproductivo también puede evolucionar lentamente y producir aislamiento
postcigatico intrinseco (incompatibilidades genéticas que causan inviabilidad y esterilidad
hibrida) (Coyne y Orr 1989a, b; Qvarnstrom y Bailey 2009). En algunos insectos plaga la
especiacion ha ocurrido por la evolucion del apareamiento asociativo como consecuencia
de la adaptacion a la planta hospedera como el caso del gusano de la manzana
Rhagoletis pomonella (Walsh) con poblaciones adaptadas al espino y a la manzana
doméstica (Bush y Smith 1998, Feder 1998). En otros lepiddpteros plaga, la especiacion
también ha ocurrido por las diferencias en la composicion de la feromona y la adaptacion
a la planta hospedera como el caso del barrenador europeo del maiz Ostrinia nubilalis
(HUbner) sobre maiz y la artemisa (Martel et al. 2003), el gusano cogollero Spodoptera
frugiperda (Smith) sobre maiz y arroz (Prowell et al. 2004, Saldamando y Vélez-Arango
2010).

Casos de aislamiento poscigoético han sido determinados al realizar entrecruzamientos de
las razas de S. frugiperda de maiz y arroz (Veldsquez-Vélez et al. 2011). En este trabajo
se observd que hubo reduccidn en el éxito reproductivo de los hibridos, esterilidad hibrida
e inviabilidad hibrida en las generaciones F1 y F2. Este tipo de aislamiento también fue
encontrado en los entrecruzamientos de poblaciones alopatricas de la polilla gitana
Lymantria dispar (Linnaeus) (Lepidoptera: Lymantriidae), en la generacion F1 se
obtuvieron Unicamente hembras hibridas (Downes 1959), debido a la interaccién genética
del cromosoma Z y los cromosomas autosomales entre las poblaciones geograficamente
separadas de este insecto (Downes 1959).
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Otro caso de aislamiento poscig6tico fue evidenciado en dos especies-plaga, importantes
para la agricultura: Helicoperva armigera (Hibner) (insecto polifago que se alimenta de
maiz, algodoén, y soya) y H. assulta (Guenée) (oligofago que se alimenta de solanaceas
como el tabaco y el pimentén) (Zhao et al. 2005). Estos autores descubrieron que al
hibridar estas dos especies se podia reducir la densidad de su poblacién en el campo.
Ambos cruzamientos mostraron un aislamiento reproductivo parcial dado que los hibridos
de la F1 del entrecruzamiento hembras de H. armigera x machos de H. assulta fueron
estériles debido a que perdieron el aedeago, las valvas o el ostium bursae. Las pupas
hembras en la F1 no emergieron y por otra parte, la actividad de vuelo de los machos en
la F1 fue superior a la de los machos parentales.

De acuerdo con los razonamientos que se han venido realizando se pretende determinar
si entre poblaciones de N. elegantalis de S. lycopersicum, S. quitoense y S. betaceum se
presentan barreras de flujo genético causadas por aislamiento reproductivo a nivel
precigético y poscigotico con el fin de comprobar si existen razas hospederas o biotipos
de N. elegantalis. Esta informacion sera atil para mejorar las estrategias de control de
este insecto plaga dentro de un programa de manejo integrado para cultivos de
solanaceas en Colombia.

Mediante la realizacion de entrecruzamientos intrapoblacionales e interpoblacionales de
N. elegantalis de .S. lycopersicum, S. quitoense y S. betaceum se pretende: (1) Constatar
aislamiento precigético entre poblaciones de N. elegantalis mediante la observacion de la
transferencia del espermatéforo de los machos a la bursa copulatrix de las hembras. (2).
Registrar parametros reproductivos como numero de huevos ovipositados, huevos
eclosionados y/o larvas neonatas y progenie hibrida en la generacién F1 para evaluar
aislamiento poscig6tico (reduccién en el éxito reproductivo, esterilidad o inviabilidad
hibrida). (3). Caracterizar algunos parametros biolégicos como peso de pupas,
longevidad de pupas y adultos y tamafio de los insectos en las poblaciones parentales de
N. elegantalis de S. lycopersicum, S. quitoense y S. betaceum provenientes de frutos
infestados recolectados en campo.

2.3 Materiales y métodos

2.3.1 Plantas hospederas

Con el fin de obtener plantas hospederas en las que se realizaran los experimentos de
aislamiento reproductivo en N. elegantalis, se realizaron siembras escalonadas de tomate
hibrido Calima, tomate de arbol rojo comdn y lulo de castilla. Estos materiales son
altamente infestados por N. elegantalis bajo condiciones de campo y tradicionalmente
son los que mas se siembran en las zonas productoras de Antioquia y el Eje Cafetero.

Las plantulas de tomate fueron suministradas por el vivero La Plantinera Forestales
S.A.S del Carmen de Viboral (Antioquia). Se sembraron lotes de 20 plantulas cada 20
dias en materos con 2 kg de una mezcla de: suelo, arena y gallinaza en una proporcion
de (4:2:2.). Se hicieron tres podas al sistema radicular, una al momento del trasplante y
las siguientes a la emision del primer y segundo cojin floral. Una vez se formé
completamente el segundo racimo floral, se hizo una poda vegetativa al punto de
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crecimiento apical. Esto para obtener plantas pequefias que cupieran dentro de una jaula
entomoldgica de aproximadamente 50 cm de altura.

Para obtener plantas de lulo y tomate de arbol en estado de fructificacién con 50 cm de
altura. Se sembraron estacas de 20-25 cm de longitud, maduras y turgentes (no lefiosas)
en bandejas con arena. Se utiliz6 Hormonagro® como promotor de enraizamiento en las
estacas. El sistema radicular estuvo formado completamente entre los 45 a los 60 dias.
Las estacas fueron seleccionadas de cultivos comerciales de lulo y tomate de arbol en
fincas de agricultores en los municipios de El Jardin y El Retiro respectivamente en el
departamento de Antioquia. A pesar de que las condiciones sanitarias de estos cultivos
fueron Optimas, las estacas se sumergieron en una solucién de fungicida, bactericida y
acaricida antes de sembrarlas en la arena. A su vez y con anticipacion la arena también
fue solarizada y tratada con agua caliente como medidas profilacticas.

Cuando las estacas enraizaron completamente, se trasplantaron en materos, utilizando el
mismo procedimiento hecho para las plantulas de tomate. Después del trasplante se
hicieron tres podas al sistema radicular, a los 30, 60 y 90 dias después del trasplante.
Las raices podadas se sumergieron en una solucion de fungicida como medida
profilactica. Periddicamente también se hicieron podas vegetativas a los puntos de
crecimiento apical. Se tuvieron en cuenta todas las medidas de asepsia como
desinfeccion de tijeras podadoras con una solucién de yodo y proteccion de los puntos de
corte en las plantas, con una pasta cicatrizante a base de un bactericida.

Las plantas fueron fertilizadas cada mes con un abono completo (triple 15) y cada 15
dias se hicieron fertilizaciones foliares con Irricol® (flores y frutos). El riego se hizo dia de
por medio, de acuerdo con el monitoreo del clima, tratando de que las plantas
permanecieran siempre a capacidad de campo. Las plantas se revisaron semanalmente
para detectar oportunamente la presencia de plagas y enfermedades. En tomate hubo
necesidad de realizar aplicaciones de insecticidas para el control de cogollero (Tuta
absoluta (Mycrick)) y mosca blanca (Trialeurodes vaporariorum (Westwood)). También se
aplicaron fungicidas para el manejo del complejo de cenicillas de los genéros Oidium sp.
Link (1824) y Oidiosis sp. En las plantas de lulo y tomate de arbol, se presentaron
poblaciones de &caro rojo Tetranichus urticae, mosca blanca (T. vaporariorum) y
enfermedades como la gota (Phytophthora infestans (Mont.) de Bary)) y antracnosis
(Colletotrichum gloesporioides (Penz) Penz & Sacc.). Se hicieron fumigaciones
preventivas y curativas para el manejo de estos problemas sanitarios.

2.3.2 Cria de insectos parentales

Para asegurar el suministro permanente de los especimenes de N. elegantalis
necesarios para realizar los experimentos, se hicieron recolecciones periddicas de frutos
infestados, los cuales dejan ver sobre la cuticula de la epidermis, las cicatrices de los
orificios por donde las larvas neonatas de N. elegantalis inician el dafio. Los frutos de S.
guitoense se recogieron con un indice de madurez grado 1 (verde entre el 75 y 100%) y
4.7 cm. de diametro (Gonzalez et al. 2014). Los de S. betaceum en estado verde grande
con 3.95 cm de diametro y 4.97 cm de longitud (Rondén et al. 1999) y los hibridos de S.
lycopersicum con un grado de madurez 1 y 2 correspondiente a una coloracién verde
entre 100 y 75% respectivamente (Casierra-Posada y Aguilar-Avendafio 2008).
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Los frutos permanecieron en camaras entomoldgicas individualizados por especie
hospedera. Las prepupas de N. elegantalis después de completar naturalmente su
desarrollo larval dentro de los frutos, abrieron orificios o perforaciones de salida para
buscar sitos donde pupar. Se emplearon pedazos de papel toalla como sustrato de
pupacién. Diariamente se llevaron algunos de los siguientes registros: numero de
pupas/fruto, duracién (dias), peso (gr) de las pupas, expansion alar de los adultos
emergidos (cm) y longevidad de los adultos para analizar algunas de las variables del
éxito reproductivo en las poblaciones parentales.

Para obtener machos y hembras virgenes necesarios para realizar los cruces, se sexaron
todas las pupas. La apertura genital en las pupas hembras se localizaal iniciar el octavo
segmento abdominal y en las pupas macho en la mitad del noveno segmento (Serrano et
al. 1992). El nimero de cruces estuvo supeditado a la disponibilidad del material
biolégico tanto de insectos parentales como de plantas hospederas.

Para evaluar los mecanismos de aislamiento reproductivo (precigético y poscigético) en
N. elegantalisse realizaron dos experimentos en dos épocas diferentes. En ambos se
analizaron poblaciones de N. elegantalis de S. lycopersicum, S. quitoense y S. betaceum
y se realizaron cruces intrapoblacionales e interpoblacionales.

2.3.3 Experimento 1

En la Tabla 2-1, se muestran los sitios donde se hicieron las recolecciones de los frutos
infestados durante Mayo a Noviembre de 2009. Estos fueron llevados a laboratorio de
Entomologia del ICA- Tulio Ospina, en el municipio de Bello-Antioquia (N 06.32022° W
075.55372°) localizado a 1435 (msnm).

El clima prevaleciente durante este periodo de tiempo se caracterizd por tener una
temperatura promedio de 21.56 + 0.41 (CV 1.9%), con una temperatura maxima
promedio de 27.53 + 0.62°C (CV 2.26%), una temperatura minima promedio de 15. 59 +
0.48°C (CV 3.08%), una humedad relativa 67.88 + 12.24% (CV 18.03%), una radiacion
202.68 W/m?2. El fotoperiodo fue de 12 horas luz y 12 horas oscuridad.
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Tabla 2-1. Sitos de origen de las poblaciones parentales de Neoleucindes elegantalis de
S. lycopersicum, S. quitoense y S. betaceum provenientes de frutos infestados
recolectados en campo Experimento 1.

Planta Depto/Mpio/Vereda Zona | Elevacion Georeferencia
hospedera de (msnm)
Vida
Antioquia/Santo bmh- | 1972 N06°28'37.1"
Domingo/Santa Rita PM W075°08'14.2"
S. betaceum Antioquia/El Pefiol/Santa bmh- | 2174 N06°15.404"
Inés PM W075°16.288"
Caldas/Manizales/Bajo bmh- 1796 N 05°01'15.2"
Tablazo PM W075°31'59.4"
Antioquia/Jardin/El Tapado | bmh- | 1653 N05°36'04.1"W075°50'17.3"
PM
S. quitoense
Calda/Chinchina/San bh-PM | 1522 N04°56'0,8"
Andrés W075°36'48.8"
Valle del Cauca, Palmira bh-PM | 1003 N03°31'
S. WQ076°18'
lycopersicum  ["Risaralda, Sta Rosa de bmh- | 1679 N04°55'11.8"
Cabal/El Embol PM W075°37'58.6

Los cruces se hicieron de acuerdo con las diferencias en el tamafio de la genitalia de la
hembra de N. elegantalis establecida por Diaz-Montilla et at. (2015) donde los individuos
con genitalia de tamafio mediano fueron obtenidos de S. lycopersicum y S. quitoense y
los individuos con genitalia de tamafo grande de S. betaceum. En la Tabla 2-2, se
presentan los cruces evaluados a nivel intrapoblacional e interpoblacional.

Tabla 2-2. Cruces intra e interpoblacionales de Neoleucinodes elegantalis segun tamafio
de la genitalia de la hembra, usados para evaluar aislamiento precigético y postcigotico.

Experimento 1.

Tipo de cruce Hembra Macho

S. quitoense S. quitoense

Intrapoblacional S. betaceum S. betaceum
S. lycopersicum  S. lycopersicum

S. quitoense S. betaceum

Interpoblacional ~ S. betaceum S. quitoense
S. betaceum S. lycopersicum

S. lycopersicum S. betaceum

Como parentales en cada cruce se utiliz6 una pareja (virgen) de N. elegantalis. Las
parejas constituidas se liberaron en una jaula entomolégica de cartonplast de 42cm x
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42cm x 64 cm con una planta de S. lycopersicum con frutos entre 1.5-4 cm de diametro,
como hospedera (Figura 2-1).

Se utilizaron machos y hembras de cero (recién emergidos), 24 y 48 horas de edad que
se alimentaron con la dieta de Greene para cria de adultos en laboratorio (Greene et al.
1976) y suministro de agua a voluntad hasta su muerte.

Figura 2-1 Disefio de jaula entomoldgica con planta hospedera donde se realizaron los
cruces de poblaciones simpatricas de Neoleucinodes elegantalis.

2.3.4 Experimento 2

Las colectas se hicieron durante el primer semestre del afio 2014. Se utilizaron
poblaciones parentales simpatricas de N. elegantalis de lulo (S. quitoense), tomate de
arbol (S. betaceum) y tomate (S. lycopersicum) provenientes de bosque muy hdamedo
premontano bmh-PM, de la localidad de Anserma, Caldas, geograficamente ubicada a
05°14'58.2", latitud Norte y a 75° 46' 07.8" longitud oeste W, a una elevacion de 1846
msnm. Los frutos se llevaron al laboratorio de Entomologia de Corpoica C.|I La Selva,
ubicado en el municipio de Rionegro, Antioquia, con predominio de ambiente de bosque
himedo montano bajo (bh-MB). Geogréaficamente localizado a 6° 7° 57.9” latitud norte N
y 75° 25" 8.7 longitud oeste W, a una altitud de 2120 msnm.

Como parentales, se usaron 5 parejas (virgenes) de machos y hembras de N.
elegantalis, obtenidos como se describié arriba. En la Tabla 2-3 se presentan los
diferentes cruces de acuerdo con la procedencia de los insectos. En este experimento se
hicieron todas las posibles combinaciones entre las poblaciones de N. elegantalis
procedentes de S. quitoense, S. betaceum y S. lycopersicum.

Igual que para el Experimento 1, las parejas constituidas se liberaron en una jaula
entomolégica de cartonplast de 42cm x 42cm x 64 cm con una planta hospedera bien sea
de S. quitoense, S. betaceum o S. lycopersicum con flores y frutos verdes de
aproximadamente 2.5 cm de didmetro que sirvieron como sustrato de oviposicién (Figura
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2-1). La especie de solanacea utilizada como planta hospedera fue de la misma especie
gue dio origen a la hembra parental.

El experimento se realizé bajo condiciones de casa de malla entre Marzo a Agosto 2014.
El clima prevaleciente durante este periodo de tiempo se caracterizd por tener una
temperatura promedio de 14.25+ 1.26°C (CV 8,8%), con una temperatura maxima
promedio de 18.02 + 4.76°C (CV 26%), una temperatura minima promedio de 16.82 +
4.24°C (CV 25%), una humedad relativa 82.11 + 19.2% (CV 23%), una radiacion 202.68
W/m? radiacién (CV 136%). El fotoperiodo fue de 12 horas luz y 12 horas oscuridad.

En ambos experimentos se evalud el aislamiento precigético en los distintos cruces a
través del nimero de hembras copuladas por presencia de espermatéforo dentro de la
bursa copulatrix (Burns 1968). Se hicieron disecciones periédicas del aparato reproductor
femenino de las hembras de N. elegantalis, utilizando suero fisiolégico como medio de
diseccion.

Tabla 2-3. Cruces intra e interpoblacionales de Neoleucinodes elegantalis usados para
evaluar aislamiento postcigotico. Experimento 2.

Tipo de cruce Hembra Macho
S. quitoense S. quitoense
Intrapoblacional S. betaceum S. betaceum
S. lycopersicum  S. lycopersicum
S. quitoense S. betaceum
S. betaceum S. quitoense
Interpoblacional S. quitoense S. lycopersicum
S. lycopersicum S. quitoense
S. betaceum S. lycopersicum
S. lycopersicum S. betaceum

El aislamiento poscigoético se hizo a través de la evaluacion de los siguientes parametros
reproductivos:

(1). Cuantificacién del numero de huevos ovipositados por las hembras de N. elegantalis
y su distribucion bien sea en el fruto (en la parte basal, media y apical), en la cara interna
o externa de los sépalos, el pedunculo o en algun otro lugar de la planta.

(2). Cuantificacion del numero de larvas neonatas de N. elegantalis por la presencia de
orificios de entrada sobre la cuticula de la epidermis de los frutos.

(3). Determinacion del tiempo de duracion desde la oviposicion hasta el estado de
prepupa, el cual fue observado, cuando las larvas de N. elegantalis completamente
desarrolladas abandonaron los frutos, haciendo las respetivas perforaciones. En los
cruces donde se obtuvo progenie (F1) se hicieron valoraciones del peso y duracién del
estado de pupa, la proporcion sexual y la expansion alar de los adultos emergidos.
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2.3.5 Analisis estadisticos

Para probar si hubo diferencias en el nimero de copulas y la oviposicion de las hembras
entre los cruces intrapoblacionales vs. los cruces interpoblacionales de N. elegantalis, se
realiz6 una prueba de Chi cuadrado, considerando la correccién de Yates (x2 =|(OE)? -
0,5)|/E; donde: (O=datos observados, E=datos esperados). Estos analisis se hicieron
utilizando el programa estadistico Past 1.34 (Hammer et al. 2001).

Los datos de las variables respuesta en las poblaciones parentales como peso y duracion
del estado de pupa (macho y hembra), expansion alar y longevidad de los adultos, y el
comportamiento de oviposicion de las hembras fueron sometidos a los supuestos de
normalidad con la prueba de Shapiro-Will y de homogeneidad de varianza con la prueba
de Levene’s (Sokal y Rohlf 1995). Cuando los supuestos se cumplieron se realizé un
analisis paramétrico de prueba de varianzas (ANOVA), seguido de una prueba de Tukey.
Pero cuando los supuestos no se cumplieron se realiz6 una prueba no paramétrica,
usando el estadistico F Welch, seguida de una prueba Tukey, (Sokal y Rohlf 1995).
Todos los analisis se realizaron utilizando el software Past 1.34 (Hammer et al. 2001).

2.4 Resultados y discusion

Los adultos de N. elegantalis tuvieron un comportamiento erratico en ambos
experimentos, por lo tanto, los resultados de este trabajo deben tomarse con precaucion.
Ademas fue dificil sincronizar los periodos de floracién-fructificacion de las plantas
hospederas con el tiempo de emergencia de los adultos parentales ya que se trabajé con
poblaciones naturales del insecto. Por esta razon, no todos los cruzamientos tuvieron
suficientes repeticiones.

A pesar de lo anterior, en el experimento 1 (uno) se hicieron 138 cruces entre adultos de
N. elegantalis obtenidos de S. quitoense y S. betaceum (38 @ S. quitoense x & S.
quitoense, 51 @ S. betaceum x &' S. betaceum, 23 ¢ S. betaceum x & S. quitoense y 26
@ S. quitoense x & S. betaceum) y 119 cruces entre individuos de S. lycopersicum y S.
betaceum (53 ¢ S. lycopersicum x 4 S. lycopersicum, 51 @ S. betaceumx J& S.
betaceum, 6 ¢ S. betaceum x & S. lycopersicum y 9 @ S. lycopersicum x & S.
betaceum). Se analizaron un total de 257 hembras (Tabla 2-4). En el experimento 2 (dos)
se hicieron 72 cruces, 29 intrapoblacionales y 43 interpoblacionales y se examinaron 360
hembras de N. elegantalis (Tabla 2-5). En total se estudiaron 617 hembras en los dos
experimentos y de éstas solol06 fueron copuladas, encontrandose un solo
espermatoforo por bursa copulatrix (Figura 2-2), lo cual significa que las hembras de N.
elegantalis son mon6gamas o monoandricas.

2.4.1Aislamiento precigotico tipo comportamental en
Neoleucinodes elegantalis

Las poblaciones de N. elegantalis de S. quitoense, S. betaceum y S. lycopersicum
mostraron una tendencia hacia el apareamiento asociativo (aislamiento precigoético tipo
comportamental). Con la prueba de Chi cuadrado se verificé que fueron mas frecuentes
los apareamientos de las parejas provenientes del mismo cultivo (cruces homotipicos) en
comparaciéon con los cruces de parejas que se originaron de cultivos diferentes (cruces
heterotipicos) donde las copulas con trasferencia de espermaté6foro fueron reducidas.
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Esto indica que machos y hembras de N. elegantalis no se aparean al azar (Tablas 2-4 'y
2-5). Sin embargo, es importante mencionar que el experimento realizado no se
considerd la evaluacion de la preferencia de apareamiento en el que los machos de un
cultivo escogen a las hembras del mismo cultivo o de cultivos diferentes, solo es posible
afirmar que hay una orientacién hacia un comportamiento de apareamiento asociativo
entre los adultos de N. elegantalis, en vista de que fue mas frecuente observar cruces de
individuos homotipicos

Este comportamiento ha sido observado en otros lepidépteros como O. nubilalis (raza de
maiz y artemisa) (Malausa et al. 2005), bajo condiciones de campo, las hembras de este
insecto se aparean en un 95% de los casos con machos homoespecificos, demostrando
gue la hibridacién entre estas razas es casi ausente.

Otro caso de aislamiento comportamental debido al apareamiento asociativo fue
observado en las razas de maiz y arroz de S. frugiperda de Puerto Rico y Louisiana
(Pashley y Martin 1987) y de Colombia (Saldamando et al. 2014, Velasquez-Velez et al.
2011). Estos investigadores encontraron que las hembras de la raza de maiz rara vez se
aparearon con los machos de la raza de arroz. Para este insecto los machos del biotipo
de maiz son mas propensos a aparearse que los machos del biotipo de arroz
(Saldamando et al. 2014).

En términos generales, la planta hospedera también jugo un papel importante en el
apareamiento asociativo de N. elegantalis. Esto se verificd con los resultados obtenidos
en el experimento dos, en el cual todas las hembras copularon cuando tuvieron como
hospedera a la misma especie de solanacea que les dio su origen (Tabla 2-5). Por el
contrario, en el experimento uno, no todas las hembras se aparearon cuando se emple6
a S. lycopersicum como Unica planta hospedera (Tabla 2-4). Estos resultados muestran
que la solanacea utilizada como hospedera parece afectar positivamente el
comportamiento del apareamiento. Al respecto, Deng et al. (2004) argumentan que
algunos volatiles de las plantas hospederas mejoran la orientacion de los machos a la
fuente de feromona sexual sinergizando la atraccion de los machos hacia la feromona
emitida por las hembras (Yang et al. 2004).
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Tabla 2-4. Analisis descriptivo y matriz de contingencia para mostrar asociacion entre
hembras copuladas y tipo de cruce en poblaciones de Neoleucinodes elegantalis de S.
quitoense (S.q), S. betaceum (S.b) y S. lycopersicum (S.l). Experimento 1. Planta
hospedera S. lycopersicum.Condiciones clima medio: 21.56°C, 67.88%HR, 2490 W/m2
radiacion.1435 (msnm)

Cruce No de 00 Numero de hembras
cruces Copuladas
(¢ x3) totales P e q x2 P
Observado ESperado
38 38
S.qxS.q 5
S.bxS.b 51 51 7 45 4.44 P>0.05
S.qxS.b 26 26 5
S.IxS. 1 53 53 7
51 51
S.bxS.b 7 35 15.31 P<0.05
S.IxS.b 9 9 0
Total 257 32

Tabla 2-5. Andlisis descriptivo y matriz de contingencia para mostrar asociacion entre
hembras copuladas y tipo de cruce en poblaciones de Neoleucinodes elegantalis de S.
guitoense (S.q), S. betaceum (S.b) y S. lycopersicum (S.l). Experimento 2. Planta
hospedera, la misma especie de solanadcea que dio origen a la hembra parental.
Condiciones clima frio moderado 14.25°C, 82.11% HR, 202.68 W/m? radiacion. 2120
msnm.

Cruce Node oo Numero de hembras Copuladas ) b
(?x &)  CIUCES totales  opservado Esperado X
S.qxS.q 20 100 26
2 10
S.bxS.b 3 10.66 14.6 0.006745
S.1xS.1 7 35 3
S.gxS.b 13 65 22
S.gxS.| 11 55 8
1 5
S.-bxS.q 2 7 1531 50090101
S.bxS.I 1 S 2
S.1xS.q 8 40 3
S.1xS.b 9 45 5

Total 72 360 74
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Figura 2-2. Espermatéforo en bursa copulatrix de una hembra de Neoleuciondes
elegantalis
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En vista de que el alcance de este experimento no permitio evaluar la propension al
apareamiento que tienen los machos de N. elegantalis, ni la preferencia de
apareamiento, ni el efecto de la feromona sexual ni otras caracteristicas intrinsecas al
aislamiento reproductivo, deberan ser analizadas en futuros trabajos, para dilucidar las
causas de la existencia de su apareamiento asociativo.

Los resultados de los dos experimentos, también dejan ver que las poblaciones de N.
elegantalis provenientes de cultivos simpétricos como S. quitoense y S. betaceum que se
siembran en clima frio moderado, también produjeron un mayor nimero de cépulas como
se observo en el cruzamiento ¢ S. quitoense x 4 S. betaceum (Tablas 2-4 y 2-5).

Mientras que en las poblaciones del insecto originarias de cultivos alopatricos como S.
lycopersicum (se cultiva en clima medio y calido) vs. S. betaceum (se siembra en clima
frio moderado), las hembras de N. elegantalis de S. lycopersicum dificilmente se
aparearon con los machos de S. betaceum como se registré en el cruce interpoblacional
y su linea reciproca (2 S. lycopersicum vs. &' S. betaceum) (Tabla 2-4 y 2-5).

En contraste a este suceso (Coyne y Orr 2004) sefialan que en diversas especies de
insectos se ha encontrado que el aislamiento precigético evoluciona mas rapido en
especies simpatricas que en especies alopatricas (Teoria del reforzamiento). Esto se
debe a que las hembras simpatricas son mas selectivas y hay un fuerte aislamiento
reproductivo cuando las poblaciones se mantienen en contacto continuo que cuando son
alopatricas.
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La informacién con N. elegantalis permite evidenciar que la asociacion a la planta
hospedera y el gradiente ambiental puede estar afectando la evolucion de las barreras de
flujo genético entre poblaciones, incrementando su aislamiento reproductivo. De acuerdo
con estos hallazgos se observa que el aislamiento es debido mas a los cambios de
comportamiento de las hembras que al de los machos (Coyne y Orr 2004). Las hembras
de S. betaceum y S. lycopersicum parece que son mas discriminatorias que las hembras
de S. quitoense en vista de que hubo mas apareamientos y mayor éxito reproductivo en
los cruces en la direccion ¢S. g vs.dS.b; 2S.q vs.4S.I que en la direccion @ S. | vs.&
S.q; 2S.lvs.d S.b; 2 Sbvs.d S.g; ? S.bvs.d S.I donde los apareamientos fueron
bajos.

Coyne y Orr (2004) argumentan que la hipétesis del reforzamiento predice la evolucion
de algun tipo de mecanismo de aislamiento previo al apareamiento en aquellas especies
préximas que pueden entrar en contacto e hibridar. Para el caso de N. elegantalis es
posible que la seleccion sexual este promoviendo de un modo eficiente la divergencia
porque afecta directamente al flujo genético. Jaffé et al. (2007) determinaron que los
machos de N. elegantalis prefieren copular con hembras grandes, debido a que éstas
producen una mezcla de feromona mas atractiva que la producida por hembras
pequefias. Lo anterior puede explicar el hecho por el cual, el cruzamiento interpoblacional
(? S. lycopersicum vs. & S. betaceum) en ambos experimentos no haya sido exitoso,
puesto que las hembras de S. lycopersicum son mas pequefas (2.6 = 0,2 cm de
expansion alar) que las hembras de S. betaceum, las cuales tienen una expansion alar
de (2.910,1).

Adicionalmente la deriva genética en poblaciones de N. elegantalis de S. lycopersicum
puede también estar contribuyendo para que éstas poblaciones presenten mayor
diferencia genética respecto a las poblaciones de N. elegantalis de S. quitoense y S.
betaceum. Potting y Diaz (sin publicar) encontraron que el gradiente altitudinal tiene un
efecto sobre el nimero de generaciones de N. elegantalis/afio. Por ejemplo en cultivos
de S. lycopersicum ubicados a 936 msnm puede haber 8.3 generaciones/afio. En S.
quitoense a 1887 msnm hay 4.9 generaciones/afio y en S. betaceum a 2560 msnm, 2.6
generaciones/afo. Esto puede representar mayor presidon por uso de insecticidas en S.
lycopersicum. Significa entonces, que el efecto de la deriva genética se acentuaria en las
poblaciones pequefas (cuellos de botella) por la aplicacion mas frecuente de insecticidas
para el control de N. elegantalis en este cultivo. Como consecuencia habrda una mayor
probabilidad para que se fijen y se pierdan alelos en las poblaciones de N. elegantalis de
S. lycopersicum, por lo que estas poblaciones podrian tener menor divergencia y
presentar mayor diferencia genética respecto a las poblaciones de S. quitoense y S.
betaceum donde el nUmero de generaciones por afio es menor y el efecto de la deriva
genética podria ser bajo.

Al mismo tiempo, es probable que el aislamiento mecénico pueda también influenciar el
aislamiento precigotico comportamental debido a dos hechos encontrados en este
trabajo: (1) El nimero de hembras copuladas fue bajo o no se presenté en el
apareamiento entre (@ S. lycopersicum vs.4'S. betaceum) como se mostré arriba y (2).
Hubo mas hembras de S. quitoense que se aparearon con machos de S. lycopersicum
cuando la hospedera fue S. quitoense (Tabla 2-5). Estudios sobre el tamafio de la
genitalia de la hembra de N. elegantalis realizado por Diaz-Montilla et al. (2015) revelaron
gue las hembras de S. lycopersicum y S. quitoense tienen un tamafio de genitalia
mediana (2.25 mm? mientras que las hembras de S. betaceum tienen genitalia grande
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(2.58 mm?). Por lo tanto, se esperaria que los machos tuviesen un tamafio de genitalia
proporcional al tamafio de la hembra.

Los resultados de este trabajo muestran que hubo un bajo nimero de coOpulas entre
individuos de 9S. lycopersicum vs. 4S. betaceum, indicando posiblemente una reduccién
en el flujo de genes entre estas dos poblaciones de N. elegantalis asociado
probablemente a la diferencia en el tamafio de la genitalia. Mientras que en el cruce 9S.
quitoense vs. J'S. lycopersicum la copula fue exitosa probablemente por el acople genital
relacionado con el tamafio mediano en la genitalia. Estos resultados sugieren que el
ajuste mecanico (en forma y tamafio) entre la genitalia del macho y la hembra de N.
elegantalis pueden ser elementos necesarios para que ocurran eventos de copula, lo cual
estaria en concordancia con la hipétesis llave cerradura propuesta desde hace tiempo
por Eberhard (1985) y Shapiro y Porter (1986). Para el caso de N. elegantalis Gnicamente
se han evaluado la morfometria de las hembras (Diaz-Montilla et al. 2015), para futuros
estudios se requiere incluir los analisis de la genitalia del macho en esta especie para
corroborar esta hipotesis.

Con referencia a lo anterior, Arngvist (1998), argumenta que no se conocen muy bien las
razones por las cuales la genitalia masculina, en los animales con fertilizacién interna,
tiene una répida divergencia evolutiva. Este mismo autor considera que los mecanismos
de seleccidn sexual post-copula son los responsables de esta divergencia en la genitalia
de los insectos. En su trabajo Arngvist (1998) comparé clados de insectos relacionados
gue difieren en el sistema de apareamiento y encontré6 que en los taxa donde las
hembras copulan muchas veces (especies poliandricas), la divergencia en la genitalia
masculina es mas de dos veces la observada en machos en los que las hembras solo
copulan una vez (monoandricas). De acuerdo con el estudio de Arngvist (1998), se
supone que la divergencia en la genitalia masculina de N. elegantalis deberia ser baja,
dado que en este trabajo y en el de Jaffe et al. (2007) se demostrd que las hembras de
N. elegantalis son monoandricas, se esperaria que en esta especie, las barreras del
aislamiento reproductivo precigético tipo mecanico se intensifiquen, corroborando el
apareamiento asociativo observado en este trabajo.

2.4.2 Aislamiento poscigotico en Neoleucinodes elegantalis

Los pardmetros reproductivos de N. elegantalis se presentan en las Tablas 2-6 y 2-7 para
el experimento 1y el experimento 2 respectivamente.

Las hembras de N. elegantalis ovipositaron en la mayoria de los cruces, excepto en ($S.
bxdS. )y (?S.1xJ3S. b)en el experimento 1y en los cruces ($S.1x 3 S. 1) y (9S. | x
4S. b) del experimento 2. Los resultados obtenidos para estos cruces indican una baja
adaptacion de N. elegantalis de S. lycopersicum y S. betaceum en comparacién con los
insectos provenientes de S. quitoense.

En general hubo variacién en cuanto al nimero de huevos ovipositados en los distintos
cruces (Tabla 2-6 y 2-7). Las hembras de N. elegantalis fueron altamente estimuladas a
ovipositar cuando la planta hospedera fue la misma especie de solanacea que dio origen
a la hembra parental. En estos casos, las hembras ovipositaron un mayor nimero de
huevos (Tablas 2-6 y 2-7). En el experimento 1 se contaron grupos de huevos y en el
experimento 2 se cuantificaron todos los huevos. Al respecto, Diaz et al. (2003) menciona
gue un grupo puede contener hasta 19 huevos.
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Se evidenciaron diferentes niveles de aislamiento poscigético en el cruce (9S.1x & S. b)
y su linea reciproca (2S. b x 4S. I). En la linea (2S. | x &S. b) no hubo oviposicién en los
experimentos. Sin embargo, en el experimento 2, en la direccion (9S. b x 4S.I) las
hembras ovipositaron, hubo eclosién de huevos, dafio en los frutos por larvas neonatas,
pero no hubo desarrollo de progenie (Tabla 2-6 y 2-7).

Asimismo en el cruce (?S. 1 x JS. q) y su linea reciproca (?S. q x & S. |) (experimento 2),
hay una tendencia similar hacia el aislamiento postcigético. En la direccion (2S. | x 4S. q)
hubo una reduccién en el niumero de huevos ovipositados y al parecer estos huevos
fueron inviables. Por el contrario, en la linea reciproca (2S. q x & S. I) las hembras
ovipositaron un namero mayor de huevos, hubo eclosion de los huevos, dafio en frutos
por larvas neonatas, sin desarrollo de progenie (Tabla 2-7).

N. elegantalis tuvo éxito reproductivo Gnicamente en el cruce homotipico (9S.q x 3S.q) y
en el cruce heterotipico (2 S.q x & S.b) y su linea reciproca (@ S.b x & S.q) en los cuales
la progenie se desarroll6 hasta el estado adulto del insecto (Tabla 2-6 y 2-7).
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Tabla 2-6. Pruebas compatibilidad reproductiva, resultados obtenidos de poblaciones de Neoleucinodes elegantalis evaluadas en S.
lycopersicum (S.), S. quitoense (S. q) y S. betaceum (S. b). Experimento 1. Planta hospedera S. lycopersicum. Condiciones clima
medio: 21.56°C, 67.88%HR, 2490 W/m? radiacién.1435 (msnm).

Duracion (dias)
Precigético Postcigotico
Cruces (min.- max)
(?x &) Hembras Gru Prepupas Pupas Adultos
po de
No. Cruces copuladas huevos No. Prepupas No. Adultos F;

S.gxS.q 38 5 4 33 29 2-4 12-13 1-6
S.b xS.b 51 7 2 0 0 0-0 0-0 0-0
S.b x S.q 23 1 1 3 3 3-3 12-12
S.qxS.b 26 5 1 0 0 0-0 0-0 0-0
S.I x S.1 53 7 2 0 0 0-0 0-0 0-0
S.b xS.b 51 7 2 0 0 0-0 0-0 0-0
S.b x S.1 6 0 0 0 0 0-0 0-0 0-0
S.I xS.b 9 0 0 0 0 0-0 0-0 0-0
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Tabla 2-7. Pruebas compatibilidad reproductiva, resultados obtenidos de poblaciones de Neoleucinodes elegantalis evaluadas en S.
lycopersicum (S.I), S. quitoense (S. q) y S. betaceum (S. b). Experimento 2. Planta hospedera la misma especie de solanacea que
dio origen a la hembra parental. Condiciones clima frio moderado 14.25°C, 82.11% HR, 202.68 W/m? radiacién. 2120 msnm.

Duracion (dias)

Precigotico Postcigotico
Cruces Numero .
(¢ x J) No. Hembras No. larvas No. Adultos Peso %anzgsr' Pﬂze\éo'a Puba
cruces Copuladas huevos ne_:onatas Fy Pupas (gr) (cm) bup P
(min- max)
S.qxS.q 20 26 191 0-87 3 0.0274 64 -110 21
S.bxS.b 2 3 71 0-27 0
S.IxS.1 7 3 0 0 0
0.04248

S.gxS.b 13 22 109 0-38 12 112-162 17,55
S.qxS.L 11 8 49 0-9 0
S.bxS.q 1 2 6 7 0
S.bxS.I 1 2 22 12 0
S.1 x S.q 8 3 2 0 0
S.1xS.b 9 5 0 0 0
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En los casos donde se presentd el dafio inicial por las larvas neonatas de N. elegantalis
pero finalmente no hubo desarrollo del insecto ni se obtuvo progenie viable (Tabla 2-7);
se hicieron cortes transversales sobre el exocarpo o epicarpio (Chiarini y Barboza 2007).
Se encontrd que las larvas neonatas de N. elegantalis construyeron pequefas galerias y
causaron dafio a las paredes celuliticas de la epidermis, atravesaron las paredes
lignificadas de la hipodermis del fruto y llegaron Unicamente hasta la zona externa del
mesocarpo. Al parecer las larvas neonatas mueren en este sitio, puesto que el dafio no
progreso6 hacia las capas mas internas del fruto (Figura 2-3).

En resumen, las poblaciones de N. elegantalis de S. quitoense se adaptan mas
facilmente a las condiciones de laboratorio y casa de malla comparada con las
poblaciones de S. lycopersicum y S. betaceum. Este desempefio podria demostrar el
largo periodo de tiempo de co-adaptacion entre N. elegantalisy S. quitoense
corroborando los resultados obtenidos por Diaz et al. (2013) donde los autores
encontraron que la planta hospederta mas comun utilizada por los haplotipos de N.
elegantalis fue S. quitoense

Figura 2-3. Dafio por larvas neonatas de Neoleucinodes elegantalis en Solanum
guitoense. a. Orificio de entrada sobre la cuticula. b. Dafio inicial de paredes celuliticas
de la epidermis del fruto. c. Avance del dafio hasta capas lignificadas de la hipodermis. d.
Zona externa del mesocarpo sin dafo.




64 Aspectos ecoldgicos y evolutivos del perforador del fruto Neoleucinodes elegantalis (Guenée)
(Lepidoptera: Crambidae). Un enfoque para orientar las estrategias de manejo en cultivos de solanaceas

Otros Lepidoptera han mostrado también evidencias de aislamiento postcigético, por
ejemplo, en las razas colombianas de maiz y arroz de S. frugiperda en las que se
demostré inviabilidad y esterilidad hibrida en las hembras pertenecientes a las
geneeraciones F1 y F2 (Velasquez-Vélez et al. 2011). Otro caso de aislamiento
postcigotico, implica a otras dos plagas lepidopteras de importancia econémica como
Helicoperva armigera (Hubner) y H. assulta (Guenée) dado que Zhao et al. (2005)
encontraron aislamiento postcig6tico parcial entre estas dos especies debido a que las
hembras de H. armigera x machos de H. assulta producen hibridos en la F;donde los
machos fueron esteriles pierden el aedeago y las valvas mientras que las hembras
pierden el ostium bursae. Igualmente de pupas hembra de la F1 no hubo emergencia de
adultos. Sin embargo, la actitividad de vuelo en los machos de la F1 fue mas alta que la
de los machos parentales, demostrando la posibilidad de usar estos hibridos para el
manejo de estas dos especies de insectos plaga.

Finalmente, los resultados obtenidos en este trabajo sobre aislamiento postcigético
demuestran la importancia de la verificacion del potencial fisioldgico para la produccion
de hibridos en la progenie de la F1 en N. elegantalis, dado que todos estos caracteres
tienen una implicaciébn especial para el manejo de insectos que tienen importancia
econOmica para la agricultura. Una forma para reducir la densidad en la poblacién de
insectos plaga podria ser a través de la producciéon de cultivos simpatricos de S.
guitoense, S. betaceum y S. lycopersicum dado que los hibridos de N. elegantalis
obtenidos de estos cruces podrian tener bajo éxito reproductivo en cuanto a viabilidad y
fertilidad comparados con las poblaciones parentales, con lo cual se generaria un tipo de
control genético como una estrategia a ser incluida en el manejo integrado de este
insecto plaga (Zhao et al. 2005).

2.4.3 Sitios de oviposicion

Las hembras de N. elegantalis ademés de ovipositar sobre los frutos, también
ovipositaron en botones florales, en yemas vegetativas y en tallos (Figura 2-4). La matriz
de contingencia (Tablas 2-8 y 2-9) indica que hubo preferencia de las hembras de N.
elegantalis por el sitio de oviposicién segun el tipo de cruce. En general las hembras de
S. quitoense ovipositan més sobre la parte apical del fruto, luego prefieren la parte media
del fruto después los sépalos superiores del fruto y tienen poca preferencia por la parte
basal del fruto. Mientras que las hembras de S. betaceum prefieren la parte basal del
fruto y el sitio de union entre el pedunculo con el fruto (Tabla 2-8, Figura 2-4). Las
hembras de N. elegantalis de S. lycopersycum en el cruce 2S. | x JS. | del experimento
1, tuvieron una diferencia significativa en los sitios de oviposicion, la mayoria de huevos
fueron entontrados debajo de los sépalos, en la parte basal y apical de los frutos.
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Figura 2-4. Oviposiciones por hembras de Neoleucinodes elegantalis. Con los circulos
rojos se rodea la ubicacién de los huevos. A. S. betaceum, en la unién del pedunculo con
fruto. B. S. betaceum yema vegetativa. C. S. betaceum talllo principal. D. S. lycopersicum
sépalo superior del fruto. E. S. quitoense sépalo superior del fruto, sobre tricomas en el
area basal, area media y apical del fruto. F. S. quitoense sobre tricomas en sépalo de
botdn floral.

Este tipo de cruzamiento merece una atencion especial ya que las hembras fueron
estimuladas a ovipositar un mayor numero de huevos comparadas con las hembras de
los otros cruces demostrando el efecto del uso de S. lycopersicum como planta
hospedera. Ademéas de usar la misma especie solanacea hospedera de donde las
hembras se originaron, se evidencié también un posible efecto ambiental, toda vez, que
este experimento se realizé en clima medio (21.56°C, 67.88% HR, 2490 W/m? radiacion,
1435 msnm).

Los habitos de oviposicion de las hembras de N. elegantalis de S. lycopersicum
observados en este trabajo coinciden con los trabajos realizados por Rodrigues —Fihlo et
al. (2003) y Blackmer et al. (2001). Se cree que el comportamiento de ovipositar en la
parte basal del fruto y debajo de los sépalos, es un mecanismo de defensa que utilizan
las hembras para proteger los huevos del contacto con insecticidas y prevenir el
parasitismo causado por el parasitoide de huevos Trichogramma sp. que ha sido utilizado
ampliamentepara el control de esta plaga en tomate (Blackmer et al. 2001 y Salas et al.
1991).
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Tabla 2-8. Matriz de contingencia (x°) para diferenciar la preferencia de las hembras de
Neoleucinodes elegantalis por el sitio de oviposicion segun tipo de cruce (inter e
intrapoblacional). Asterisco sefiala cruces donde la hembra de Neoleucinodes elegantalis
exhibe preferencia por el sitio donde ovipositar. Experimento 1. Planta hospedera S.
lycopersicum. Condiciones clima medio: 21.56°C, 67.88%HR, 2490 W/m? radiacién.1435

(msnm)

Cruce

@ x3) Pedicelo Sepalos Fruto basal Fruto Media Fruto apical 2 P
S.qXxS.q 2 7 11 3 3 573 P>0.05
S.bxS.b 0 4 21 1 0 43.12 P <0.001
S.IxS.1 0 19 20 3 10 8250 P <0.001
S.gxS.b 0 0 0 0 1 30.35 P<0.001
S.bxS.q 0 5 3 0 0 2235 P<0.01
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Tabla 2-9. Matriz de contingencia (y?) para diferenciar la preferencia de las hembras de Neoleucinodes elegantalis por el sitio de
oviposicién segun tipo de cruce (inter e intrapoblacional). Asterisco sefiala cruces donde la hembra de Neoleucinodes elegantalis
exhibe preferencia por el sitio donde ovipositar. Experimento 2. Planta hospedera la misma especie de solanacea que dio origen a la
hembra parental. Condiciones clima frio moderado 14.25°C, 82.11% HR, 202.68 W/m? radiacion. 2120 msnm.

Fruto Union Flor

Cruces Fruto Fruto Fruto Sépalo Peddnculo- Sépalo Tallo Tallo 2 p

(2 x3) Basal Medial Apical Superior Fruto Superior Principal Secundario
S.qxS.q 22 118 18 210.21 P <0.000*
S.bxS.b 22 18 17 18.92 P <0.001*
S.IxS. |
S.qxS.b 7 25 28 24 99.03 P <0.000*
S.gxS.| 9 13 4 6 13 59.48 P <0.048*
S.bxS.q 3 0.63 P <0.890
S.bxS.I 8 S 5.15 P <0.524
S.IxS.q 2
S.IXxS.b




68 Aspectos ecoldgicos y evolutivos del perforador del fruto Neoleucinodes elegantalis (Guenée)
(Lepidoptera: Crambidae). Un enfoque para orientar las estrategias de manejo en cultivos de solanaceas

En el experimento 2, las hembras de N. elegantalis en el entreruzamiento 2S. | x &S. |,
no ovipositaron. En este ensayo también se utilizd S. lycopersicum como hospedera y las
hembras se originaron de esta misma especie solanacea, pero el ambiente donde se
realizo el experimento fue en clima frio moderado (14.25°C, 82.11% HR, 202.68 W/m?
radiacion. 2120 msnm).

2.4.4 Componentes de éxito reproductivo en las poblaciones
parentales de Neoleucinodes elegantalis

La duracion del estado de pupa en N. elegantalis estuvo en funcién de las condiciones
ambientales en las que se realizaron los dos experimentos. En general se observd que a
mayor temperatura y mayor radiacion solar, la duracién del estado de pupa fue menor
(Tablas 2-10y 2-11).

En el experimento 1. La duracién del estado de pupa fue significativamente diferente en
machos y hembras en los tres hospederos S. quitoense, S. lycopersicum y S. betaceum.
La duracién mas larga ocurrié en S. quitoense (2: 10.98 y J: 11.40 dias) seguida por S.
betaceum (9: 10.91 y 4: 10.87 dias) y finalmente S. lycopersicum (9: 10.17 y 3: 10.03
dias) (Tabla 2-10. La diferencia en el tempo de emergencia puede reducir los encuentros
entre razas o biotipos del insecto. En el experimento 2, los analisis mostraron que no
hubo diferencias estadisticas entre las poblaciones de S. quitoense y S. lycopersicum
dado que tuvieron una duracién del estado de pupa entre 17-17.3 dias (Tabla 2-11).

Respecto al peso de las pupas, se encontré que este caracter en el experimento 1, fue
significativamente diferente entre S. lycopersicum con S. quitoense y S. betaceum dado
gue las pupas mas pesadas fueron encontradas en S. betaceum, seguidas por S.
guitoense y S. lycopersicum (Tabla 2-10).

En el experimento 2, los datos muestran que independientemente de la especie
solanacea hospedera de N. elegantalis, las hembras del insecto en las poblaciones
parentales tuvieron mayor peso en el estado de pupa y presentaron mayor tamafio de los
adultos (en términos de expansién alar) en comparacion con los machos (Tabla 2-11).
Sin embargo, cuando se compararon las poblaciones parentales de S. quitoense y S.
lycopersicum, se encontré que de S. quitoense se obtuvieron pupas significativamente
mas pesadas y adultos de mayor tamafio en comparacién con las poblaciones
provenientes de S. lycopersicum que tuvieron menor peso de pupas y adultos mas
pequefios (Tabla 2-11)
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Tabla 2-10. Componentes del éxito reproductivo evaluados en las generaciones parentales de Neoleucinodes elegantalis.
Experimento 1.Planta hospedera S. lycopersicum. Condiciones clima medio: 21.56°C, 67.88%HR, 2490.88W/m? radiacion.

Prueba (F Levene) de
Caracter Prueba de normalidad homoge_neidad de Prueba de comparacion
varianza
Duracion de pupa
N =237 F Welch Tukey
Shapiro-Wilk W = 0.7834 P <0.0001 F =22.52 S.qvsS. |
Hembras P< 0.0001 df= 141 P=0.0000374
P<0.0001 S.lvsS. b
P=0.0001346
N =237 F Welch Tukey
Shapiro-Wilk W = 0.8243 P< 0.0001 F=41.79 S. qvsS. |
P<0.0001 df=146.1 P=0.0000217
Machos P<0.0001 S.qvsS.b
P=0.004599
S.IvsS. b
P = 0.0000235
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Tabla 2-10: (Continuacion)

Prueba de Prueba (F Levene) de
Caracter . homogeneidad de Prueba de comparacién
normalidad :
varianza
Longevidad de adultost
N=78 F Welch Tukey
Shapiro-Wilk W =
0.9558 P =0.338 F=12,03 S.qvsS. |
Hembras P=0.0324 df= 49.13 P =0.01221
P<0.0001 S.qvsS.b
P =0.000296
N=78 F Welch
Shapiro-Wilk W =
Machos 0.9522 P =0.06326 F =1.333
P =0.005322 df=49.17
P=0.273
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Tabla 2-10: (Continuacion)
Prueba (F Levene) de
Caracter Prueba de normalidad homoge_neidad de Prueba de comparacién
varianza
Peso de pupas F Welch Tukey
N= 66 P =0.04879 F=19,85 S.qvsS. |
Shapiro-Wilk W = 0.973 df = 14,85 P =0.0001158
P =0.1598 P <0.0001 S.qgvsS. b
Hembras P =0.003569
S.IvsS. b
P =0.0202
F Welch Tukey
N= 65 P =0.09436 F=4277 S.qvsS. |
Shapiro-Wilk W = 0.2629 df = 38.7 P =0.0001162
Machos P =0.0487 P <0.0001 S.qvsS.b
P =0.0005126
S.lvsS. b
P = 0.0003137




72 Aspectos ecolégicos y evolutivos del perforador del fruto Neoleucinodes elegantalis (Guenée)
(Lepidoptera: Crambidae). Un enfogue para orientar las estrategias de manejo en cultivos de solanaceas

Tabla 2-11. Componentes del éxito reproductivo evaluados en las generaciones parentales de Neoleucinodes elegantalis.
Experimento 2. Planta hospedera, la misma especie de solanacea que dio origen a la hembra parental. Condiciones clima frio
moderado 14.25°C, 82.11% HR, 202.68 W/m? (radiaci6n).

Caracter Prueba de normalidad Prueba (F Levene) de Prueba de Promedios
Shapiro-Wilk (W) homogeneidad de comparacion
varianza

Peso pupas (gr) vs. edad

ldia P>0.01 P =0.068 Anova Q S.g: 0.05 + 0.01 n=67
F=7,52 4 S.q: 0.04 £0.009 n=46
P<0.007(hospedero) ¢ S.I: 0.03+£0.01 n=7
F=23.44 4 S.I: 0.03+0.005 n=6
P<0.001 (sexos) Q S.b: 0.06+£0.009 n=5
6 dias P>0.01 P =0.069 Prueba de t Q S.g: 0.05+0.01 n=66
t= 4,08 4 S.q: 0.04+0.009 n=39
P<0,0001 (sexos) Q S.1: 0.03+0.01 n=7
df=93 4 S.I: 0.02+0.007 n=6
Q@ S.b: 0.05+0.009 n=4
12 dias P>0.01 P =0.040 Mann Withney Q S.g: 0.05+0.01 n=61
W=10778.0 &4 S.g: 0.04+£0.009 n=44
P=0.0008 (sexos) @ S.1: 0.03+0.01 n=7

d S.I: 0.02+£0.007 n=6

@ S.b: 0.06+0.002 n=4




P <0.247 P <0.359
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Tabla 2-11: (Continuacion)
Caracter Prueba de Prueba (F Levene) Prueba de Promedios
normalidad Shapiro- de homogeneidad de comparacion
Wilk (W) varianza
Duracion pupa (dias) P>0.01 P =0.296 Mann Withney ©8S.q:17.30£2.34
W=4873.5 n=46
P=0.8553 4 S.q: 17.00+1.8 n=28
Q S.1: 17.17+0.98 n=6
4 S.I: 17.00+ 0.4 n=5
Expansién alar de los P>0.01 P =0.215 t=2.52 Q S.g: 2.66+0.24 n=35
adultos (cm) P =0.015 4 S.q: 2.46£0.20 n=22
Q S.I: 2.32+0.30 n=6
4 S.I: 2.08+0.19 n=5
Longevidad adultos Q 3
(dias) en cruces
N=95 N =93 t=0.968 © S.q:5.5+1.6
- = : +
S.qxS.q W=0.909 W P <0320 P<0.334 4 S.9:5.2¢1.5
P <0.000 0.872
' P <0.000
t=2.508 Q S.b5.5+1.4
N=9 N=10
: +
S.bxS.b W=0.899  W=0.920 P <0.238 P<0.022 g Sbi41:1.1
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Tabla 2-11: (Continuacion)

Caracter Prueba de Prueba (F Levene) Prueba de Promedios
normalidad Shapiro- de homogeneidad de comparacion
Wilk (W) varianza
Longevidad adultos Q 3

(dias) en cruces

N=32 N =42

L S = T B v
P <0.000 P <0.000 : g 0.4%2.
N=38 N =39
_ _ P <0.362 t=0.367 @ S.I:5.9+1.7
S.IxS.b W=0.915 W =0.888 P<0.714 2S.b: 5.7+1.9

P <0.006 P <0.001
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Aunque el tamafio de muestra para pupas N. elegantalis de S. betaceum fue bajo en el
experimento 2 y no fue posible incorporar estos datos en el analisis de varianza, se
aprecia que el peso de las pupas que dan origen a las hembra fue superior en este
hospedero, en comparacion con las de S. quitoense y S. lycopersicum. Se presume que
las pupas de los machos de S. betaceum sean también mas pesadas. Por otro lado, se
determiné que la edad de las pupas no altera el peso de las mismas (Tabla 2-11).

Los resultados obtenidos para el peso de pupa podrian explicarse por el tamafio de los
frutos de cada especie solanacea hospedera estudiada en este trabajo, ya que mas
larvas pueden ser albergadas por un fruto mas grande tales como S. betaceum
comparado con un fruto pequefio como S. lycopersicum por lo tanto la competencia por
recursos es mas fuerte en este ultimo que en el anterior (Serrano et al. 1992). En
consecuencia las larvas que se desarrollan en frutos grandes se exponen a una menor
competencia por los recursos y producen pupas mas pesadas que las larvas que se
desarrollan en frutos pequefios donde la competencia es mas fuerte.

Se observo que los adultos de N. elegantalis sobrevivieron mas en las condiciones del
experimento 1 (21.56°C (CV: 1.9%), 67.88%HR (CV: 18.03), 2490 W/m? radiacién (CV:
4.16%)) (Tabla 2-10). Si se compara con la menor longevidad de los adultos registrada
en las condiciones del experimento 2 (14.25°C (CV: 8.8%), 82.11% HR (CV: 23%),
202.68 W/m? radiacién (CV: 136%.)) (Tabla 2-11). Estos resultados dejan ver que el
tiempo de vida de los adultos de N. elegantalis se afect6 negativamente con la
variabilidad de los factores climaticos considerados.

La longevidad de los adultos de N. elegantalis en el experimento 1, fue mayor en S.
quitoense (9: 10.6; J: 8.1 dias) seguida por S. betaceum (Q: 6.9; J: 6.6 dias) y S.
lycopersicum (%: 6.3; J: 6.7 dias), esta tendencia fue significativa para las hembras pero
no para los machos aunque ambos sexos tienen el mismo patrén de sobrevivencia.

En el experimento 2, no se observaron diferencias estadisticas significativas entre el
tiempo de vida de los machos y las hembras. Las hembras tuvieron una longevidad
maxima de 5.9 dias y la minima longevidad fue de 4.2 dias. En los machos la maxima
sobrevivencia fue de 5.7 dias y la minima de 4.0 dias (Tabla 2-11). Excepto en el cruce
intrapoblacional (? S.b x 4 S.b) en el que las hembras de N. elegantalis presentaron una
longevidad significativamente superior (5.5 +1.4) dias que la de los machos quienes
sobrevivieron 4.1+1,1 dias en promedio.

En términos generales se encontrd que los factores ambientales y la solanacea
hospedera modifican la biologia de N. elegantalis y por otro lado, los resultados coinciden
con el hecho de que S. quitoense fue el hospedero donde las pupas y los adultos de N.
elegantalis mostraron el mejor desempefio reproductivo. Los resultados sugieren que N.
elegantalis estd mejor adaptado a S. quitoense y coinciden con otros trabajos realizados
con otras especies lepidépteras (Panizzi et al. 2004, Belluti 2011 y Golizadeh et al. 2009).
Por ejemplo en el caso de Anticarsia gemmatalis (HUbner) (Lepidoptera: Noctuidae),
Panizzi et al. (2004) encontraron que el mayor éxito de la poblacién de esta plaga fue
observado en hospederas como soya Glycine max (L.) Merr., guandul Cajanus cajan L.,
lupino blanco, Lupinus angustifolius (L.), comparado con poblaciones de esta especie
criada en caupi Vigna unguiculata (L.) Walp., crotalaria de cafiamo Crotalaria juncea L.y
crotalaria vistosa C. spectabilis. Igualmente Belluti (2011) determin6 que la duracién de
las larvas en Grapholita (Cydia) molesta Busck (Lepidoptera: Tortricidae) fue
significativamente mas baja en melocotdn (Prunus persica, (L.) Batsch) comparado con
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poblaciones criadas en manzana (Malus domestica Borkh.) y pera (Pyrus spp. L.). Del
mismo modo, en la polilla Plutella xylostella (L.) (Lepidoptera: Yponomeutidae), una plaga
de cruciferas, Golizadeh et al. (2009) encontraron que la longevidad y la fecundidad de
los adultos fue mas alta en adultos criados en coliflor (Brassica oleracea L. var. botrytis) y
repollo (Brassica oleracea L (Globe Master)) comparado con otros tres cultivares de
brasicas, sugiriendo que las diferencias en los componentes de éxito reproductivo se
deben a la asociacion con la planta hospedera.

Consideraciones finales

Las diferencias ecolégicas pueden actuar como barreras de flujo genético entre
poblaciones simpatricas (Rundle y Nosil 2005), causan seleccién divergente y producen
aislamiento reproductivo entre poblaciones (Ohshima 2010). Esta diferenciacion
ecologica implica adaptacién a diferentes ambientes dando lugar a que la seleccion
favorezca a individuos que prefieren las plantas hospederas en las cuales estos 0 su
progenie tienen mayor éxito reproductivo (Berlocher y Feder 2002). En lo que respecta a
N. elegantalis, estudios previos han mostrado que este insecto tiene mayor eéxito
reproductivo en S. quitoense en comparaciébn con otras solanaceas hospederas
(Marcano 1991a, 199b; Fernandez y Salas 1985 y Serrano et al. 1992)

La divergencia por la preferencia de una planta hospedera se conoce como fidelidad a la
planta hospedera (Bush 1969; Feder et al. 1994; Funk et al. 2002; Berlocher y Feder
(2002) Matsubayashi et al. (2013) y se ha estudiado en otros insectos fitofagos
(Matsubayashi et al. 2013). En la fidelidad a la planta hospedera los insectos adultos
tienen la tendencia a permanecer o regresar a la planta hospedera del estado larval y los
apareamientos ocurren exclusivamente sobre estas plantas (Berlocher y Feder 2002).

La fidelidad a la planta hospedera generard automaticamente apareamientos entre
individuos quienes prefieren la misma hospedera (apareamiento asociativo). Esta
divergencia en la preferencia puede causar aislamiento reproductivo y es un mecanismo
gue previene el flujo de genes entre razas hospederas simpatricas (Matsubayashi et al.
2013).

Otros autores, sin embargo, consideran que son las sefiales quimicas volatiles de las
plantas las que juegan un papel importante en la orientacion de los insectos para
localizar sus hospederas originarias, facilitando el apareamiento asociativo, a través de
estimulos especificos para la oviposicion y el apareamiento (Rhodes et al. 2012).

Los componentes quimicos pueden ser volatiles de orientacion a larga distancia o
compuestos no volatiles que juegan un papel como estimulantes o disuasorios de la
oviposicion (Renwick y Chew, 1994). Muchas especies de lepidépteros utilizan los
semioquimicos como sefiales especificas de comunicaciéon (Ramaswamy 1988; Honda
1995; Peterson y Elsey 1995; Hora y Roessingh 1999; Grant et al 2000; Lombarkia y
Derridj 2008; Sidney et al. 2008; Cruz and Eizaguirrel 2015).

En N. elegantalis se conocen dos trabajos relacionados con ecologia quimica, el de Teles
et al. (2010) quienes muestran que los extractos de hexano presentes en frutos verdes
de S. lycopersicum estimulan significativamente la oviposicién del insecto y el De Souza
(2000) quien demostré6 que el metabolito 2 tridecanona presente en Solanum
habrochaites var. glabratum fue extremadamente toxico a huevos y larvas neonatas de
N. elegantalis. Se requiere identificar la diversidad de compuestos volatiles y no volatiles
en las hospederas de N. elegantalis, reconocer su funcién especifica y las condiciones
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ambientales que pueden afectar tanto la emisién de estos compuestos quimicos como el
comportamiento del insecto. Con el abordaje de estos temas se podra entender si el
dafio inicial causado por las larvas neonatas de N. elegantalis desencadend en las
plantas de S. betaceum y S. lycopersicum mecanismos bioquimicos de defensa,
causando toxicidad sobre éstas. Esto explicaria en parte, el hecho por el cual, las larvas
neonatas solo afectaron el exocarpo de los frutos, sin finalizar su desarrollo.

Con respecto a lo anterior, Ibrahim et al. (2010) determinaron que temperaturas altas en
la noche (18-22°C) y (6-18°C) aumentan durante el dia la emisién de terpenos en los
arboles de abedul Betula pendula y alamo Populus tremula respectivamente. Asimismo
Gouingquené y Turlings (2002) demostraron que en maiz (Zea mays), las plantas liberaron
mas compuestos volatiles cuando permanecieron en suelos secos, en ambientes con
humedad relativa alrededor del 60% y en temperaturas entre 22-27°C. Mientras que la
emisién de volatiles fue minima en condiciones de oscuridad y bajos niveles de
fertilizacion. Estos trabajos muestran claramente que las condiciones ambientales y el
manejo agronémico afectan el estado fisiolégico de las plantas especialmente en la
emision de semioquimicos.

Al respecto Thompson (2003), argumenta que los insectos se diversifican en respuesta a
la diversidad de plantas, que a la vez son el resultado de la seleccion mediada por otras
influencias como el clima, el suelo y la competencia, que en conjunto, afectan la
diversidad bioquimica hallada en ellas.

De todo esto se desprende que posiblemente las condiciones medio ambientales (Tabla
2-12) donde realiz6 este experimento sobre aislamiento reproductivo de N. elegantalis,
pudieron afectar la cantidad y calidad de semioquimicos emitidos por las solanaceas
hospederas, perjudicando el apareamiento y el éxito reproductivo de este insecto.

En la Tabla 2-12, se muestra las condiciones climaticas de los sitios donde se realizaron
los experimentos y las del sitio de recoleccién de las poblaciones parentales donde este
insecto se reproduce exitosamente en forma natural. Los datos comparativos muestran
gue las condiciones mas favorables para la reproduccion de N. elegantalis son
temperaturas entre 18 y 21°C con niveles de radiacién elevados 400 a 2500 W/m? y
humedad relativa del 70%, La variacion de la humedad relativa y la temperatura parece
gue afectan negativamente la reproduccién de este insecto asi como también los
ambientes nublados de baja radiacién. Esto Gltimo puede explicar lo observado por los
agricultores cuando manifiestan que en los cultivos de lulo bajo sombra (sotobosque) se
disminuyen las poblaciones de N. elegantalis.
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Tabla 2-12. Factores climaticos en Anserma, Caldas, uno de los sitios de origen de las
poblaciones parentales Neoleucinodes elegantalis y en los sitios donde se realizaron los
experimentos: Tulio Ospina, Bello Antioquia (Experimento 1) y Rionegro, Antioquia,

Corpoica La Selva (Experimento 2).

Localidad Temperatura °C Temperatura®C | HR o5 (X ) Radiacion
diaria (X ) nocturna( X ) W/m?2
Anserma, Caldas | 21.8 17.15 68.40 399.93
cv: 1.6% Cv:6.6% cv:l7 % cv:77,6 %
Tulio Ospina 21.56 67.88 2490.88
Bello, Antioquia cv: 1.9% cv:18.0% cv:4.16%
La Selva, | 17.42 14.25 82.11 202,68
Rionegro, cv:23% cv: 8,8% cv: 23% cv: 136.29 %
Antioquia.

De acuerdo con lo anterior, se evidencia que el ambiente abiético (temperatura, humedad
relativa, radiacion) puede afectar la fisiologia de las solanaceas hospederas de N.
elegantalis, y en consecuencia generar simultdaneamente cambios en la biologia y el
comportamiento adaptativo del insecto, el cual se manifiesta cuando los adultos se
aparean y ovipositan sobre hospederos preferidos que aseguren el mayor éxito
reproductivo de la progenie. De esta manera es como se favorece el apareamiento
asociativo, el cual puede causar aislamiento reproductivo, mediante la interrupcion
paulatina del flujo de genes entre poblaciones simpdatricas, originando razas del insecto
por planta hospedera. Finalmente estos resultados permiten comprender con mayor
claridad que la infestacién por N. elegantalis en Colombia (Diaz et al. 2011) depende en
parte de la ubicacién de la solanacea hospedera con respecto a las diferentes zonas de
vida de Holdridge. Al parecer los factores ambientales propios de cada zona
desencadenan en las plantas hospederas respuestas diferenciales al comportamiento de
la plaga. Lo que podria explicar por qué en Colombia existen localidades donde el insecto
no es considerado una plaga econémica para la produccion de solanaceas.

Los hallazgos encontrados con esta investigacion permiten visualizar futuros trabajos de
investigacion encaminados a profundizar en temas sobre ecologia quimica y busqueda
de ambientes adecuados para la siembra de solanaceas en Colombia.
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3. Capitulo 3

Analisis de la genética de poblaciones de Neoleucinodes
elegantalis (Guenée) (Lepidoptera: Crambidae) de Centro
y Sur America con el uso de la secuenciacion del gen
mitocondrial de la Citocromo Oxidasa | (COl).

3.1 Resumen

El prop6sto de este estudio fue examinar la estructura de las poblaciones de
Neoleucinodes elegantalis (Guenée) (Lepidoptera: Crambidae) en relacion a la
asociacion con la planta hospedera y las zonas ecoldgicas de Holdridge. La coleccién de
los adultos se hizo de especies de Solanacea cultivadas y silvestres en seis paises de
Centro y Sur América y 13 departamentos de Colombia. Para el andlisis general entre
paises se secuenciaron 586 pb del gen mitocondrial COl en 277 individuos produciendo
50 haplotipos, cinco de los cuales fueron mas frecuentes. La mayor diferenciacion
genética fue entre paises (Fst = 0.73). Los FST pareados muestran diferencias genéticas
entre paises alejados geograficamente, mostrando aislamiento por distancia. El
dendrograma de NJ revela que la Cordillera de los Andes separa las poblaciones
genéticamente diferenciadas, especialmente en Colombia y Ecuador. El insecto atraviesa
fronteras politico/geograficas por la comercializacion de solanaceas; esto puede explicar
la cercania genética entre las poblaciones de Honduras de Solanum melongena con las
poblaciones de S. quitoense de la provincia de Pichincha, Ecuador. El test D de Tajima
indica que las poblaciones de N. elegantalis de Brasil y algunas poblaciones de Ecuador
se encuentran en expansién reciente, y las poblaciones de los otros paises permanecen
en equilibrio. El andlisis mismatch muestra que las poblaciones de este insecto
comenzaron a expandirse hace 1.3 Ma afios. Las poblaciones de N. elegantalis estan
genéticamente estructuradas; esto clarifica en parte el efecto local de la feromona sexual,
donde se esperaria que la composicion y la concentracién de ésta sea diferente entre
poblaciones de Centro y Sur América. El analisis particular para la poblaciones
colombianas de N. elegantalis, secuenciando 658 pb del gen mitocondrial CO1 en 103
individuos produjo 25 haplotipos. Los haplotipos H1, H2, H4 y H7 fueron los mas
frecuentes y también estuvieron geograficamente separados por la Cordillera de los
Andes. Para Colombia se obtuvo un Fsr = 0.57 (P<0.0001), donde la mayor
diferenciacién genética (42.64%) fue entre individuos dentro de cada departamento. El
analisis de Fst pareados produjo altos valores genéticos entre los departamentos de
Colombia separados geograficamente. H2 y H7 se comportan como poblaciones
generalistas, dado que se encontraron en diferentes habitats y diferentes hospederos.
Las poblaciones de N. elegantalis mas divergentes se encontraron al Sur de Colombia en
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un lugar donde podria haberse originado de S. quitoense. La asociacién a planta
hospedera y los factores ambientales diferenciados en las zonas de vida de Holdridge
juegan un papel importante en la diferenciacién de N. elegantalis. La estructura genética
de las poblaciones de N. elegantalis indican que las estrategias usadas para el control de
esta especie deben considerar la diferenciacién genética de la especie en las diferentes
localidades de Colombia.

3.2 Introduccidn

La genética de poblaciones es una rama de genética y de la biologia evolutiva que ha
sido ampliamente utilizada para estudiar los procesos de diversificacién de las especies,
ya que el primer paso en la diferenciacién genética de una poblacién es la formacion de
poblaciones sub -estructuradas que empiezan a presentar una reduccién de flujo
genético ya sea por barreras geograficas (rios, montafias, lagos, etc) (especiacion
alopatrica) existentes entre ellas o en ausencia de estas barreras (especiacion
simpétrica), que tienen implicaciones en la evolucion de aislamiento reproductivo de tipo
pre y postcigoticas entre ellas (Freeland 2005, Hartl y Clark 2004).

En plagas lepidopteras se han realizado diversos estudios en su genética de
poblaciones que han contribuido al entendimiento de la evoluciéon y el manejo de estos
insectos en los cultivos bajo condiciones de campo. Por ejemplo, en el caso de Diatraea
saccharlis (Lepidoptera: Crambidae) se encontrd estructuracion genética y aislamiento
por distancia en poblaciones de Brasil, al utilizar los marcadores moleculares PCR-
RAPDs puesto que se demostr6 que las poblaciones de Parana son genéticamente
diferentes a las poblaciones de Sao Paulo. Dados estos resultados los autores
recomendaron que los métodos de control de esta polilla en estas dos regiones de este
pais debe ser diferente, pues pueden considerarse como dos poblaciones con flujo
genético reducido (Lopes et al. 2014).

Otro caso ampliamente estudiado, es la del gusano cogollero, Spodoptera frugiperda
(Lepidoptera: Noctuidae), el cual se ha diferenciado genéticamente en dos biotipos o
razas denominadas biotipo de maiz y arroz, los cuales son idénticos morfolégicamente
pero que difieren en una gran cantidad de marcadores moleculares como las aloenzimas
(Pashley 1986), las enzimas de restriccién en el gen mitocondrial CO1 (Pashley 1989) y
el gen nuclear FR (Lu et al.1994), los AFLP (Lobo-Herndndez y Saldamando Benjumea
2012), y una PCR-RFLP en conjunto con una region en tandem del gen FR (Cano-Calle
et al. 2015). En Colombia (Cano-Calle et al. 2015), y en otros paises como Estados
Unidos, Puerto Rico, Guyana Francesa, Ecuador y varias islas del Caribe (Prowell et al.
2004) se ha encontrado que esta especie esta genéticamente diferenciada. Esto debido a
gue el biotipo de maiz se encuentra asociado a los cultivos de maiz, algodén, sorgo y
cafa de azlcar, mientras que el biotipo de arroz en arroz y pastos (Cano-Calle et al
2015).

Otro caso, es el de la polilla Ostrinia nubilalis (Lepidoptera: Crambidade) que también ha
evolucionado dos razas idénticas morfolégicamente pero que difieren molecularmente, la
raza Z-maiz que se alimenta de maiz y se comunica con la mezcla de la feromona sexual
(tetradecenil acetato Z11-14:Ac) y la raza E- artemisia -lupulo se alimenta de artemisa
(Artemisa vulgaris L) y ldpulo (Humulus lupulus L.) y se comunica con la mezcla del
isbmero de la feromona sexual (tetradecenil acetato E11-14:Ac) (Klun 1975, Martel et al.
2003, Malausa et al. 2007)). Estas dos razas, en Francia, presentan estructura
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poblacional delimitada por aloenzimas (Harrison y Vawter 1977), las enzimas de
restriccion en el gen mitocondrial CO1 (Coates et al. 2004) y marcadores nucleares como
Mpi, Tpi, Ppb y Kit (Martel et al. 2003, Malausa et al. 2007)

Una plaga que se puede afadir a la lista de lepiddpteros que podria presentar una
estructura poblacional es el perforador del fruto del tomate, Neoleucindoes elegantalis
(Lepidoptera: Crambidae), dado que existen muchos aspectos de tipo bioldgico,
ecologico, geogréfico y de manejo que demuestran la posibilidad de estructuracion
genética de sus poblaciones. Bioldgico, ya que N. elegantalis es un insecto oligéfago
cuyas larvas se alimentan de frutos de diferentes especies dentro de la familia solanacea,
entre ellas siete especies cultivables: Solanum quitoense Lam. (lulo o naranjilla),
Solanum betaceum Cav. (tomate de arbol), Solanum lycopersicum Lam. (tomate),
Solanum melongena L. (berenjena), Capsicum annuum L. (pimentén), Solanum
sessiliflorum Dunal (cocona), y Solanum pseudolulo Heiser (lulo del pacifico) y 17
especies silvestres (Solanum hirtum Vahl, Solanum crinitum Lam., Solanum arboreum
Dunal, Solanum robustum H.L.Wendl., Solanum capsicoides All., Solanum aethiopicum
L., Solanum torvum Sw., Solanum sisymbriifolium Lam., Solanum acerifolium Dunal,
Solanum atroporpureum Schrank, Solanum umbellatum Mill., Solanum lycocarpum A.St.-
Hil., Solanum paniculatum L., Solanum palinacanthum Dunal, Solanum aculeatissimum
Jacqg., Solanum viarum Dunal, y Solanum granuloso-leprosum Dunal (Capps, 1948;
Mendal et al. 1996, Diniz y Morais 2002, Olckers et al. 2002, Morales Valles et al. 2003,
Cordo et al. 2004, Diaz 2014).

Un trabajo realizado por Diaz et al. (2015) demostré que en Colombia, existe una
variacion del tamafio de la genitalia de las hembras de este insecto que se encuentra
correlacionado con el fruto del cultivo del cual provienen, por lo que hembras que se
originan de frutos grandes presentan genitalia grande (ejemplo S. melongena) y hembras
que se originan de frutos pequefos, presentan genitalia pequefia (ejemplo S.
artroporpureum), estos resultados indican la posibilidad de aislamiento reproductivo
mécanico (precigotico) entre las poblaciones de plantas de las cuales se originan las
poblaciones de esta polilla y por lo tanto la evolucion de diversos biotipos o razas en esta
especie y ecolégico, puesto que las poblaciones que presentan variacién en el tamafio de
la genitalia, también presentan variacion en el tamafio y forma de sus alas. Obando
(2011) encontr6 que en Colombia, tanto machos como hembras de N. elegantalis
presentan asociacion a su hospedero relativo al tamafio del fruto del cual provienen,
basada en un andlisis de morfometria geométrica alar. Geografico, debido a que esta
polilla se encuentra distribuida en Norte, Centro y Sur América (Capps, 1948), indicando
la posibilidad de que exista aislamiento por distancia podria en la especie dada su amplia
distribucién a lo largo de la Cordillera de los Andes. Adicionalmente, N. elegantalis
representa una especie que se adapta a diferentes ambientes ecolégicos (8 zonas de
vida segun Holdridge (Holdridge, 1967): (bs-T, bs-PM, bh-PM, bmh-PM, bh-MB, bmh-MB,
bh-T, bp-PM ) (Diaz et al. 2011, Fontagro 2014) siendo probable la adaptacion local, y
finalmente de manejo dado que Diaz y Brochero (2012) encontraron que no solamente
las poblaciones de esta polilla varian por su ecologia por su diferenciaciéon racial segun
las zonas de vida en las que se encuentran, sino que también que variaron en la
composicion de especies de parasitoides encontradas por hospedero, por lo que
diferentes biotipos de N. elegantalis podrian ser manejados en campo con diferentes
parasitoides de acuerdo a su planta hospedera.

Otro aspecto a considerar es que N. elegantalis es un insecto-plaga de importancia
econdmica para la mayoria de paises productores de solanaceas en el Neotrépico y es
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considerada una plaga cuarentenaria para Estados Unidos y Chile (Lightfield 1996, SAG
2005, USDA et al. 2005) por ello, los agricultores ejercen alta presion de seleccion por el
uso indiscriminado de insecticidas para el control del insecto, en los diversos cultivos en
los que este insecto se encuentra, por lo que el manejo quimico y biol6gico que reciben
sus biotipos es homogéneo debido a que los agricultores no han tenido en cuenta la
existencia de los biotipos o razas de este insecto por lo que el manejo realizado en esta
plaga deberia ser realizado con cautela. Trabajos de investigacion realizados en S.
frugiperda, han demostrado que la reduccién de flujo genético entre sus biotipos o razas
evaluado con estudios de la genética de poblaciones del insecto (Vélez-Arango et al.
2008, Saldamando y Vélez-Arango 2010, Cano-Calle et al. 2015) presenta implicaciones
importantes en la transferencia de genes que confieren resistencia a insecticidas de tipo
biolégico o quimico. Rios- Diez et al. (2012) y Rios-Diez y Saldamando (2011)
encontraron que bajo condiciones de laboratorio, el biotipo de maiz (de S. frugiperda) es
mas tolerante a las endotoxinas del Bacillus thuringiensis Crylac y Crylab, mientras que
el biotipo de arroz es mas tolerante a los insecticidas (lambdacialotrina y metomil), dados
estos resultados, los autores concluyeron que, en Colombia, cada raza o biotipo de este
debe ser controlada de una manera diferente en condiciones de campo ya que
representan especies incipientes que a pesar de su similitud morfol6gica presentan una
diferencia genética con implicaciones relevantes para su control.

Dado todas las investigaciones realizadas en otras plagas y los estudios mencionados
llevados a cabo con N. elegantalis, es posible encontrar que las poblaciones de esta
especie se encuentren estructuradas genéticamente, por ello, el propdsito de este
estudio fue realizar un analisis de la genética de poblaciones vy filogeografia, usando la
secuenciacion del gen de la Citocromo Oxidasa 1 (COl) en poblaciones de N. elegantalis
de Centro y Sur América, empleando especimenes de diferentes solanaceas hospederas
recolectados en Argentina, Brasil, Colombia, Ecuador, Honduras y Venezuela.

En primera instancia, se pretendié determinar: 1) Si las poblaciones de N. elegantalis de
Centro y Sur América se encuentra estructurada genéticamente y si esta diferenciacion
se debe a un aislamiento por distancia. En segundo lugar se hizo una analisis por
separado de la genética de poblaciones de N. elegantalis de Colombia, recolectadas en
los departamentos de Norte, Centro y Sur del pais con el fin de determinar: 1) Si la
Cordillera de los Andes juega un papel importante en la diferenciacion genética de la
especie, 2) Si la asociacion a la planta hospedera produce poblaciones genéticamente
estructuradas y 3) Si las zonas de vida de Holdridge también estan involucradas en la
diferenciacion de esta especie. Todos estos resultados tienen implicaciones en el manejo
de este insecto dada la existencia de sus diferentes razas en todos estos paises,
demostrandose la relevancia del uso de esta herramienta de la genética para el
entendimiento de la dindmica de las poblaciones naturales de esta plaga.

3.3 Materiales y métodos

3.3.1 Coleccidon de insectos

Se evaluaron un total de 277 insectos adultos de N. elegantalis provenientes de seis
paises: Argentina, Brasil, Colombia, Ecuador, Honduras y Venezuela. De manera
particular para los andlisis de las poblaciones de Colombia se tuvieron en cuenta 103
muestras. En las Tablas 3-1 y 3-2, se describe el nimero de muestras por pais y planta
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hospedera (cultivada y silvestre). La informacion detallada sobre los datos de colecta y el
cbdigo de cada espécimen se muestra en el Anexo A. Se recolectaron en campo frutos
infestados de las diferentes solanaceas hospederas. Los frutos se llevaron al laboratorio
para obtener los adultos que se conservaron individualmente en viales de 2.5 ml con
alcohol al 70%, la mayoria de muestras se almacené en refrigerador hasta su
procesamiento.

Tabla 3-1. Numero de individuos de Neoleucinodes elegantalis secuenciados para el gen
Citocromo Oxidasa (CO1) colectados en Centro y Sur América en diferentes especies de
Solanaceae incluyendo especies cultivadas y silvestres *S.g: Solanum quitoense, S.I: S.
lycopersicum; S.b: S. betaceum; S.m: Solanum melongena; S.h: S. hirtum; S.c: S.
crinitum; S.a: S. atroporpureum; S.ae: S. aethiopicum

Solanaceae
Especie Cultivada Especies Silvestre
Pais Provincia/Estado/Departamento
S.g* | SI | Sb |[SmS.ael S.h | S.c | S.a | Total

/Argentina Salta 5 5
Brasil Minas Gerais 20 20

Antioquia 25 4 15 44

Boyaca 4 4

Colombia
Caldas 1 7 3 11
Cauca 10 2 12
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Tabla 3-1: (Continuacién)
Solanaceae
Especie Cultivada Especies Silvestre
Pais Provincia/Estado/Departamento
Sg* | SI | Sb [SmS.ael S.h | S.c | S.a | Total
Cesar 2 2
Cundinamarca 3 3 3 1 10
Huila 4 3 7
Magdalena 2 1 3
Narifio 4 4
Colombia | Norte de Santander 6 3 9
Quindio 1 1 2
Risaralda 6 2 2 10
Santander 1 1 6 2 10
Tolima 2 4 1 8
Valle del Cauca 3 3 6
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Tabla 3-1:  (Continuacion)

Solanaceae
Especie Cultivada Especies Silvestre
Pais Provincia/Estado/Departamento
Sg* | SI | Sb [SmS.ael S.h | S.c | S.a | Total
Carchi 7 7
Napo 16 16 32
Ecuador
Pichincha 21 17 38
Tungurahua 15 1 16
Honduras Comayagua 14 14
\Venezuela Lara 3 3
Total 130 38 | 64 |14 20 | 7 2 2 277

Tabla 3-2. Numero de individuos de Neoleucinodes elegantalis secuenciados para el gen
Citocromo Oxidasa (CO1) colectados en Colombia en diferentes especies de Solanaceae
incluyendo especies cultivadas y silvestres *S.q: Solanum quitoense, S.I: S.
lycopersicum; S.b: S. betaceum; S.m: Solanum melongena; S.h: S. hirtum; S.c: S.
crinitum; S.a: S. atroporpureum

Solanaceae

Departamento Especie cultivada Especie silvestre

S.g* SI Sb | Sh S.c | S.a | Total

Antioquia 5 5 10

Boyaca 6 6
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Tabla 3-2: (Continuacién)

Solanaceae

Departamento Especie cultivada Especie silvestre

S.g* Sl Sb | Sh | Sc | S.a | Total
Caldas 2 5 3 10
Cauca 9 2 11
Cundinamarca 3 3 2 1 9
Huila 4 3 7
Magdalena 2 1 3
Narifio 4 4
Norte 6 5 11
Santander
Quindio 1 1 2
Risaralda 3 2 5
Santander 1 1 8 2 12
Tolima 2 4 1 7
Valle 3 3 6
Total 51 25 15 9 2 1 103

3.3.2 Preparacion de ADN

El ADN gendmico de las muestras de N. elegantalis de Colombia, Ecuador y Honduras
fue extraido en el Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT), Palmira, usando el
protocolo de Gilbertson et al. (1991) y las muestras de Argentina, Brasil y Venezuela,
fueron procesadas en la Corporacion de Investigaciones Bioldgicas CIB, Medellin,
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empelando el protocolo sugerido por Vélez-Arango y Saldamando-Benjumea (2008) (con
algunos ajustes).

La concentracion del ADN se midié en un NanoDrop-2000 (Thermo Scientific). Para las
muestras analizadas en el CIAT, el gen mitocondrial Citocromo Oxidasa 1 (CO1) fue
amplificado usando un par de cebadores LCO1490: 5-
GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3' y HCO02198:5'-
TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3’ (Folmer et al. 1994). Cada reaccion de PCR
fue realizada en un volumen de 25 pl, conteniendo 3 pl ADN extraido, 13.8 pl de
Trehalosa (10%), 2.5 pl de buffer de PCR (10X: (10X: 50 mM KCI, 10 mM Tris-HCI [pH
8.8], 0.1% Triton X-100), 2 ul de MgCI2 (1.5 mM), 1.2 ul de dNTP (0.2 mM), 1 ul de cada
primer (0,1 uM), y 0.2 pl de Taq polimerasa (0.1U/ul) (CIAT, Palmira).

El programa de termociclador fue 94°C (4 min), 94°C (40 s), seguido por 30 ciclos de
55°C (35 s), 72°C (1 min) con una extensién final a 72°C por 5 minutos. Todas las
reacciones se hicieron en un termociclador PTC-100TM (MJ Research Inc., Alameda,
CA). Los productos de PCR fueron purificados con el el kit Wizard SV Gel y PCR Clean-
Up System (Promega, Madison, WI). Todos los productos de ADN fueron observados en
geles de agarosa (1,5%), SYBR Safe (DNA gel stain — Invitrogen, Eugene, OR). Cada
muestra de ADN fue purificada y secuenciada en un secuenciador automatico ABI Prism
377 (Perkin Elmer/Applied Biosystem, Foster City, CA) en el laboratorio de Genética
Molecular de la Unidad de Biotecnologia del CIAT. Cada producto de PCR fue
secuenciado en ambos sentidos. Adicionalmente cada una de las secuencias COIl fueron
examinadas individualmente y muchas de ellas fueron secuenciadas dos veces para
verificar la calidad y reproducibilidad de las secuencias.

Para las muestras de ADN extraidas con el protocolo de Vélez-Arango y Saldamando-
Benjumea (2008) se hicieron algunas modificaciones en la PCR y en el programa de
termociclador. Las amplificaciones se hicieron con los mismos cebadores mencionados
anteriormente, empleando un volumen final de 25 pl con los siguientes componentes: 3.8
pl de ADN gendmico, 2.5 pl de buffer de PCR (10X: 50 mM KCI, 10 mM Tris-HCI [pH 8.8],
0.1% Triton X-100), 4 pl de MgCI2 (2.5 mM), 1 ul de dNTP (0.2 mM), 1 ul de cada primer
(0.1 uM), y 0.5 pl de Taq polimerasa (5 U/ul). El programa de termociclado fue 94° (4
min), seguido por 35 ciclos de 94°C (1 min), 51°C (45 s), 72°C (1 min), una extensién
final de 72°C (10 min) y un periodo infinito a 12°C Todas las reacciones se hicieron en
un termociclador PTC-100TM (MJ Research Inc). Los productos de ADN fueron
observados en geles de agarosa (2%), SYBR Safe (DNA gel stain — Invitrogen, Eugene,
OR). Las amplificaciones fueron secuenciadas utilizando el servicio de secuenciacién de
Macrogen Inc., (Korea del Sur), empleando un secuenciador ABI 3730XL (Perkin
Elmer/Applied Biosystem, Foster City, CA). Cada producto de PCR fue secuenciado en
ambos sentidos usando los cebadores descritos anteriormente.

3.3.3 Analisis de las secuencias de ADN

Se utilizé el fragmento del gen CO1 debido a que el andlisis de los genes de ADN
mitocondrial (mtADN) son utiles para medir la variacion genética, identificacion de
haplotipos, construccion de filogenias y estudios de genética de poblaciones en insectos
(Avise 1994, Freeland 2005, Cameron y Whiting 2008). Particularmente el gen CO1 ha
sido usado para estudiar la genética de poblaciones de otras especies plagas como
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Maruca vitrata (F.) (Margam et al. 2011), otro miembro de la polifilética subfamilia
Spilomelinae en la que también se incluye a N. elegantalis.

Las secuencias obtenidas fueron editadas manualmente con el programa Bioedit (Hall
1999) y alineadas con el algoritmo de Clustal W (Larkin et al. 2007). Las estimaciones del
polimorfismo nucleotidico, divergencia nucleotidica, sitios segregantes, nimero de sitios
polimérficos y nimero de haplotipos fueron obtenidos usando el programa DNAsp V5
(Librado y Rozas 2009). El modelo de sustitucion nucleotidica (Nei y Kumar 2000) se
obtuvo con el programa Mega 5.0 (Tamura et al. 2011). Se escogieron arboles de
maxima verosimilitud (ML) para visualizar la similaridad genética dentro y entre
haplotipos de esta especie. Estos cladogramas fueron obtenidos con el programa Mega
5, realizando un analisis de bootstrap de 500 réplicas.

Para determinar si los haplotipos de N. elegantalis producen poblaciones estructuradas
entre los paises y las regiones de Colombia, se hizo un analisis de varianza molecular
(AMOVA), empleando el programa Arlequin 3.11 (Excoffier et al. 2005). Este programa
también fue utilizado para obtener el estimador genético de neutralidad Tajima y Nei
(1984). Se realizé la prueba de Tajima-Nei para determinar si las poblaciones de N.
elegantalis estan en expansion (presion de seleccion positiva), o en el equilibrio de la
seleccion (la presién de seleccidn negativa) o si estan bajo una hipotesis neutral selectiva
(Nei y Kumar 2000). Adicionalmente se construyeron dendrogramas de Neighbor-joining
(NJ) basados en los valores FST con el programa Mega 4.0 (Kumar et al. 2008) y usados
para comparar la diferenciacibn genética entre los seis paises y las cinco regiones
geograficas de Colombia. Adicionalmente se generd una red de haplotipos a partir de las
secuencias de ADN obtenidas con el programa Network 4.5.1. 0. (Fluxus-techonology
2010).

Se estimo6 el tiempo (como numero generaciones) trascurrido probablemente a partir del
evento de expansién demografica de las poblaciones de N. elegantalis, para lo cual, se

utilizé la férmula t=ztﬁ. Donde, u: es la tasa de mutacion, k: es la longitud de la

secuencia y t: el tiempo de expansion (Rogers y Harpending 1992). Se calcularon los
valores de Tau (1) en el programa Arlequin version 3.1 (Excoffier et al. 2005). Los tiempos
de expansién de N. elegantalis fueron determinados, asumiendo un reloj molecular
constante y una tasa de mutacién para Lepidoptera de 1.7 x 10 sustituciones por sitio
por afio (Brower 1994)

Finalmente, se realizé una prueba de Mantel para determinar aislamiento por distancia
entre las poblaciones de N. elegantalis a nivel de los paises de Centro y Sur América y
dentro de los departamentos de Colombia. Se elaboraron dos matrices pareadas, una
con las distancias genéticas (FST) y la otra con las distancias geogréaficas (Km). La
matriz de distancias genéticas se elaboré con el programa Arlequin version 3.1 (Excoffier
et al. 2005). La matriz de distancias geogréaficas se disefié con la aplicacion Map-
coordinate-converter del programa ENVI 4.8 (Envi 2011), la cual permite: (1).
Transformar las coordenadas geograficas de los sitios de recoleccion a coordenadas
cuadrangulares UTM, en sistema WGS-84 y Huso 18. (2). Calcular las distancias usando
geometria euclideana es decir, como coordenadas cartesianas que se calculan como:

distancia, , = v/ (Xutm; — Xutm,)? + (Yutm, — Yutm,)>?
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La prueba de mantel consiste en probar la correlaciéon lineal entre las dos matrices
anteriormente definidas, realizando un andlisis de regresion simple, mediante el
coeficiente de correlacidn de Pearson (r).

3.4 Resultados y Discusion

3.4.1 Analisis genético de las poblaciones de Neoleucinodes
elegantalis de Centro y Sur América

Los resultados obtenidos con el programa Dnasp muestran que para 277 secuencias
analizadas en total en un fragmento de 586 pb del gen de la Citocromo Oxidasa |
mostraron que N. elegantalis difiere en 144 sitios segregantes, ademas se estimé un
namero total de 50 haplotipos (H), una diversidad haplotipica de 0.19 (Hd), una
diversidad nucleotidica de 0.025 (11) con un polimorfismo nucleotidico de 0.045 (8). Estos
datos muestran que la diversidad de las poblaciones de N. elegantalis de Centro y Sur
América fueron similares a las de un insecto mondfago como Tecia solanivora
(Lepidoptera: Gelechiidae) con valores de Hd=0.32; = 0.04; © = 0.05 (Villanueva et al.
2015 sometido). Por el contrario, la diversidad de N. elegantalis, como insecto oligéfago,
fue menor, si se compara con los datos obtenidos de un insecto polifago como
Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) cuya diversidad segun Salinas vy
Saldamando (2011) fue mas alta: Hd= 0.926; = 0.14976; © = 0.16196.

Las secuencias de las poblaciones de N. elegantalis se diferenciaron en 50 haplotipos
definidos principalmente por su pais de origen, su ubicacion geogréfica, por la zona de
vida de Holdridge y por la solanacea hospedera (Anexo B). De estos 50 haplotipos, se
generaron cinco haplotipos conformados por un alto nUmero de secuencias entre los que
se encuentran: El haplotipo 5 con 17 secuencias del Sudeste de Brasil de (bh-PM)
procedentes de S. aethiopicum. El haplotipo 20 con 18 secuencias del centro oriente,
centro sur, eje cafetero y sur de Colombia; este haplotipo es mas generalista, se adapta a
un mayor numero de zonas de vida (bs-PM), (bh-PM), (bmh-PM), (bh-MB), (bmh-MB) y
ataca tanto a solanaceas cultivadas (S. quitoense, S. betaceum y S. lycopersicum) como
solanaceas silvestres (S. atroporpureum) (Anexo B).

El haplotipo 24 con 28 secuencias originarias de S. betacum y S. quitoense de (bh-T) y
(bmh-PM) correspondiente a la parte oriental Amazdnica de Ecuador y una secuencia de
S. betaceum de Colombia (Eje Cafetero) de bh-PM. El haplotipo 26 con 22 secuencias de
Colombia de las regiones centro oriente, centro sur, eje cafetero y sur del pais en bs-PM,
bh-PM, bmh-PM y bmh-MP resultantes Unicamente de solaniceas cultivadas (S.
lycopersicum, S. betaceum y S. quitoense) (Anexo B).

El haplotipo 30 con 51 secuencias de la sierra Ecuatoriana cuyas muestras fueron
originarias de S. betaceum y S. quitoense; 14 de Honduras de S. melongena y una
secuencia de Colombia de S. atroporpureum. Este haplotipo se adapta a condiciones de
bh-PM y bmh-PM. Es importante mencionar aqui que la mayoria de las muestras fueron
colectadas en Colombia y por ello el mayor nimero de haplotipos fue encontrado para
este pais, por ello los datos de los haplotipos parecieran sesgados a esta poblacion
muestreada. La representacion de los haplotipos méas frecuentes se muestra en el arbol
multifulcado o red haplotipica de la Figura 3-1.



98 Aspectos ecologicos y evolutivos del perforador del fruto Neoleucinodes elegantalis (Guenée)
(Lepidoptera: Crambidae). Un enfoque para orientar las estrategias de manejo en cultivos de solanaceas

Por otro lado, el andlisis de varianza molecular mostro que las poblaciones de N.
elegantalis estan genéticamente diferenciadas debido a que el estimativo FST = 0.72, fue
altamente significativo (P <0.00001) (Tabla 3-3). La mayor diferencia genética en las
poblaciones de N. elegantalis se presentd entre paises (72.98%), seguido por 26.96% de
la variacion dentro de los paises (Tabla 3-3). Estos valores muestran que existe una
reduccion altamente significativa en el flujo genético entre las poblaciones de N.
elegantalis procedentes de los paises de Centro y Sur América. La mayoria de estos
paises se encuentran atravesados por la Cordillera de los Andes, por lo que se esperaria
gue ésta sea la principal barrera geogréfica que esta limitando el flujo genético entre
estas poblaciones.

Adicionalmente, algunas observaciones de campo muestran una baja capacidad de
dispersion de esta polilla. En un experimentos de marcaje y recaptura con poblaciones
naturales y utilizando trampas con la feromona sexual Neolegantol ®, se encontré que
los machos de N. elegantalis pueden volar cerca de dos metros dentro de un cultivo de S.
guitoense y hasta 6 metros en espacios abiertos sin cultivos de solanaceas (A. E Diaz,
observacion personal). Igualmente, la adaptacién del insecto a distintas solanaceas y
ambientes ecolégicos, especialmente en poblaciones simpatricas, pueden aumentar la
velocidad de la diferenciacion genética entre estas poblaciones de N. elegantalis.

De los anteriores planeamientos se deduce que los mecanismos de aislamiento
reproductivo entre las poblaciones de N. elegantalis también pueden estar
evolucionando, favoreciendo el alto indice de fijacion (FST) o coeficiente de endogamia el
cual fue cercano a 1. En este caso, se esperaria que la composicién y la concentracion
de la feromona sexual de N. elegantalis sea diferente entre poblaciones de estos paises,
como una manifestacién de aislamiento precigotico de tipo quimico (Klun 1975, Martel et
al. 2003, Malausa et al. 2007).
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Figura 3.1. Red haplotipica de Neoleucinodes elegantalis analizada en paises de Centro
y Sur América
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Tabla 3-3. Andlisis jerarquico de varianza molecular (AMOVA) de la variacién genética de
poblaciones de Neoleucinodes elegantalis de Centro y Sur América

Fuentes g.l. Suma de Componentes Porcentaje Indices de fijacion/Pruebas de
de cuadrados de lavarianza de significancia

variacion variacién

Entre 42 1514.609 5.56844 Va 73.04 FST= 0.7298= Va/Vt
paises P<0.0001

Dentro de 228 468.678 2.05561 Vb 26.96 FSC= 0.2696=Vb/VT
los paises P<0.0001

Total 270 1983.288  7.62405

El Dendrograma de Neighbor-Joining (NJ) de FST pareados entre paises (Figura 3-2)
muestra que la diferenciacion genética entre las poblaciones de N. elegantalis se explica
dado que hubo una similitud genética entre las poblaciones de Argentina y Venezuela
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ubicadas al Sureste de Suramérica vs poblaciones de Colombia y Ecuador del Noroeste
de Suramérica las cuales son geograficamente cercanas entre si y a la vez presentan
mayores similitudes genéticas con las poblaciones Centroamericanas provenientes de
Honduras. En tanto que las poblaciones de Brasil tienen relaciones genéticas intermedias
entre las dos agrupaciones anteriores (Figura 3-2a). La diferenciacion genética entre las
poblaciones de N. elegantalis puede tener relacién con los procesos tecténicos ocurridos
en el Mioceno (10 a 3 Ma) antes del levantamiento de la Cordillera de los Andes. Para
ese tiempo, se cree que el Noroeste de Suramérica (Colombia y Ecuador) se
encontraban separados del Sureste (Venezuela, Argentina y Brasil) por una inmensa
cuenca hidrogréfica denominada el Lago de Pebas (Hoorn et al. 1995) (Figura 3-2b).

Figura 3-2. Dendrograma de Neinbor Joining de FST pareados. (a). Andlisis de
poblaciones de Neoleucinodes elegantalis para los paises de Centro y Suramérica (b).
Separacion de Sur América por el Lago de Pebas (LP) antes del levantamiento de la
Cordillera de los Andes, tomado de Hoorn et al. (1995)
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Cuando se construy6 el dendrograma NJ de los FST pareados para la interaccion pais x
localidad x hospedera, se evidencié claramente que la Cordillera de los Andes influyo
sobre la separacion y el agrupamiento genético de las poblaciones de N. elegantalis
(Figura 3-3). Sin embargo, las poblaciones agrupadas reinen miembros provenientes de
distintas solanaceas y no se observaron asociaciones genéticas relacionadas con las
plantas hospederas. Esto quizds se deba al bajo nimero de muestras evaluado por
hospedero. En la Figura 3-3, se muestra que las poblaciones ecuatorianas fueron las
mas basales, encontrandose gue los insectos de la sierra son diferentes genéticamente a
las poblaciones de la amazonia ecuatoriana. La Cordillera de los Andes interfiere
geograficamente como barrera entre estas dos poblaciones. Llama la atencion la similitud
genética entre poblaciones de N. elegantalis alejadas geograficamente, por ejemplo, las
poblaciones de la sierra ecuatoriana con las poblaciones de Honduras (Figura 3-3). Este
resultado puede estar relacionado con el intercambio comercial de fruta fresca de lulo o
naranjilla ecuatoriana. Como el insecto ataca frutos puede atravesar fronteras
politico/geograficas cuando la comercializacién se hace de forma informal como lo que
ocurre entre Colombia y Ecuador.
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Figura 3-3. Dendrograma NJ de los Fst pareados por pais x localidad x hospedera de
Neoleucinodes elegantalis de Centro y Sur América
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Al parecer este frutal entra de contrabando a Colombia por via terrestre, por esta razén
no se tienen datos sobre las exportaciones directas que hace Ecuador a paises
centroamericanos. El Banco Central del Ecuador, reporto Unicamente 38.07 toneladas de
lulo exportadas a Colombia entre 2005-2010, por un valor FOB de 2.67 miles de délares
(Zambonino, 2012). En los analisis que platea esta misma autora se evidencia a
Colombia como un pais intermediario que reexporta el lulo ecuatoriano directamente a
otros paises de Centro América como Mexico y Panamé (Agronet 2015).

El nodo contiguo corresponde a un grupo de poblaciones de N. elegantalis del Norte de
Colombia de los departamentos del Magdalena y Cesar como también de los
departamentos del Noriente de los que hacen parte Santander y Norte de Santander;
estas poblaciones a su vez, fueron genéticamente cercanas a las del occidente de
Venezuela y del sudeste de Brasil (Figura 3-3). Colindante a este grupo se asocia un
nodo particular conformado solo por dos poblaciones una de Argentina de S.
lycopersicum y la otra de S. hirtum del departamento del Tolima en Colombia (Figura 3-
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3). Los dos nodos superiores corresponden Unicamente a poblaciones colombianas de N.
elegantalis, las cuales se encuentran alejadas genéticamente de los agrupamientos
descritos anteriormente. Uno de éstos corresponde a poblaciones del insecto distribuidas
en las Cordilleras Central y Oriental, mientras que el nodo mas superior incluye
poblaciones de la zona cafetera ubicada entre las Cordilleras Central y Occidental de
Colombia (Figura 3-3).

La prueba de neutralidad de Tajima-Nei mostré que las poblaciones de N. elegantalis de
Brasil y de Ecuador se encontraron en expansion reciente debido a que se obtuvo un
(D<0) (Tabla 3-4), probablemente por un efecto antrépico relacionado con el incremento
en el area sembrada en estos dos cultivos. En Minas Gerais (Brasil) se incrementaron
363 hectareas de tomate (S. lycopersicum) entre el afio 2012 y 2103 (IBGE, 2013). En
2012 se sembraron 6886 ha y en el 2013 se aumentaron a 7249 ha. (IBGE, 2013).

Tabla 3-4. Prueba de Neutralidad de Tajima-Nei realizada para Neoleucinodes
elegantalis de Centro y Sur América

Statistics Argentina Brasil Venezuela  Honduras Ecuador  Colombia Mean s.d.

Sample size 5 20 3 14 96 143 46.83333 53.43974

8 99 30 0 0 64 96  48.16667  41.01389

Pi  55.60000 4,55263 0.00000 0.00000 4,96886  12.91973  13.00687  19.53042

Tajima's D 29212 |-1.94843 0.00000 0.00000 |-1.94773 | -0.81027  -0.56805 1.15277
Tajima's D p-value .89900 0.01400 1.00000 1.00000 0.00400 0.22300 .52333 0.44998

>
)
=3

(=1
=3

De la misma manera se ha observado que en Ecuador el area sembrada en tomate de
arbol (S. betaceum) y naranjilla o lulo (S. quitoense) también se ha extendido
significativamente en los Ultimos afios. Para el afio 2000 habian 4847 ha sembradas en
tomate de arbol y las estadisticas de INEC-ESPAC (2013) muestran que en el afio 2012
el area sembrada en este cultivo ascendié a 5964 ha. En este mismo sentido, el cultivo
de naranjilla se ha extendido considerablemente; en el afio 2011, habian 3643 ha
(MAGAP 2011) y para el afio 2012 se reportaron 7983 ha (Zambonino, 2012).

Por otra parte, se determinaron dos valores tau promedio (t), para estimar el tiempo
(nimero de generaciones) transcurridas a partir del evento de expansion demogréfica de
las poblaciones de N. elegantalalis. Un valor tuvo en cuenta el agrupamiento
pais/localidad/hospedera equivalente a 5.39 y el otro consideré las poblaciones por pais
y en tal caso el valor correspondiente fue de 20.39 (Tabla 3-5).
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Tabla 3-5. Tiempo de expansion (diversificacion) de las poblaciones de Neoleucinodes
elegantalis de Centro y Sur América

T Tiempo R
(Miles P>0.05
Poblaciéon N promedio  afios) Ragedness
Agrupamiento
pais/localidad/hospedera 45 539 338 0.23 0.34
Pais 6 20.39 1277 0.09 0.30

El namero de generaciones de N. elegantalis transcurridas a partir del tiempo de
expansion fue de 2705.28 para el primer caso y 10218.83 generaciones para el segundo.
Teniendo en cuenta que en un afio pueden ocurrir cerca de 8 generaciones de N.
elegantalis (Potting y Diaz sin publicar) se pudo establecer que las poblaciones de este
insecto divergieron hace 338 mil afios y 1.3 millones de afios (Tabla 3-5). Estos
estimativos fueron confiables estadisticamente (P>0.05) con valores R (Ragedness)
altamente significativos (Tabla 3-5).

De los anteriores planteamientos se deduce que las poblaciones de N. elegantalis
divergieron después de la diferenciacién del ancestro comin mas reciente de las
solanaceas ocurrida hace aproximadamente 30 millones de afios (Oligoceno) (Wang et
al. 2008). Seguidamente de la divergencia del subgénero Leptostemonum (solanaceas,
mas ancestrales, con espinas) ocurrida en el Mioceno (23.8 a 5.2 a millones de afios)
(Wu y Tanksley, 2010) y posteriormente al levantamiento de la Cordillera de los Andes
10-3 Ma (Hoorn et al. 1995) y ulteriormente al desarrollo de la agricultura Incaica hace
3000 afios (Ad Hoc Panel of the Advisory Committee on Technology Innovation, 1989).
Los resultados de la Tabla 3-5, también dejan ver que las poblaciones de N. elegantalis
se diversificaron antes de la domesticacion de los cultivos de solanaceas como S.
guitoense, ocurrida hace 80 afios (Lobo, 2000).

Por ultimo, con la prueba de Mantel, se encontré que la diferenciacion genética en N.
elegantalis se debe a una variacion geografica, debido a que las variables,
distanciamiento genético (Fsy) Yy distanciamiento geografico (Km) estuvieron
correlacionadas de manera positiva y significativa, ya que el resultado arrojado por la
prueba Anova mostro un valor de p <0.0001, por lo que existe aislamiento por distancia
(Figura 3-4).
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Figura 3-4. Prueba de Mantel para mostrar aislamiento por distancia entre poblaciones
de Neoleucinodes elegantalis de Centro y Sur América
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Los analisis estadisticos mostraron que a pesar de obtenerse un bajo coeficiente de
determinacion (3.8%) (Figura 3-4) el alto nimero de observaciones (N=989) hizo que la
relacion entre variables fuese significativa (Anexo C).

En términos generales, el modelo de regresion encontrado, permite predecir con mayor
confiabilidad el distanciamiento genético entre poblaciones de N. elegantalis separadas
por distancias geogréaficas (Km) grandes, pero no es posible hacer predicciones
confiables para poblaciones geograficamente cercanas dado que el distanciamiento
genético puede ser grande o muy pequefio.

3.4.2 Anédlisis de genética de poblaciones de Neoleucinodes
elegantalis para poblaciones colombianas

La extraccion de ADN y la amplificacion del gen mitocondrial CO1 produjo una porcion de
658 pb de un total de 103 individuos. La frecuencia promedio de las bases nucleotidicas
fue: A=34.06%, T=34.06%, C=15.94%, y G=15.94%. Se encontraron 37 sitios
polimérficos para un fragmento de 658 pb. Para la mayoria de los haplotipos de N.
elegantalis, S. quitoense fue el hospedero comun. Los haplotipos H1, H2, H4 y H7,
fueron los mas frecuentes, la distribuciéon de éstos en Colombia se muestra en el mapa
de la Figura 3-5. En el Anexo D se presentan los individuos que conforman cada uno de
estos haplotipos, esta informacion también se presenta graficada en el arbol multifurcado
o red haplotipica de la Figura 3-6.

6000
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El haplotipo H1 incluye individuos colectados en S. quitoense y S. lycopersicum. El
haplotipo H2 estd conformado por un ndmero mayor de individuos colectados en S.
betaceum, también hacen parte individuos de S. quitoense y pocos individuos se
obtuvieron de S. lycopersicum y S. atropurpureum. Por el contrario, el haplotipo H4
estuvo compuesto por individuos colectados Unicamente en S. betaceum y S.
lycopersicum. El haplotipo H7 estd integrado por individuos colectados en S.
lycopersicum, S. betaceum, S. quitoense, y la especie silvestre S. hirtum. El haplotipo H5
fue especifico de la especie silvestre S. crinitum, y los haplotipos H8, H9 y H10 fueron
especificos de S. hirtum. Los haplotipos menos frecuentes fueron H11-H25, y todos ellos
fueron encontrados en la mayoria de hospederos. Estos haplotipos fueron encontrados
en la Cordillera Central y Oriental y fueron genéticamente diferentes del haplotipo H7
(Figura 3-6).

Adicionalmente, los haplotipos de N. elegantalis estuvieron distribuidos en cinco zonas
de de vida de Holdridge (Holdridge 1967), incluyendo el bosque seco premontano (bs-
PM), bosque muy humedo montano bajo (bmh-MB), bosque hiumedo montano bajo (bh-
MB), bosque muy hiimedo premontano (bmh-PM)y bosque hiumedo premontano (bh-PM).
La mayoria de poblaciones de N. elegantalis fueron colectadas en (bh-PM) y (bmh.PM)
(Anexo D). El haplotipo H2 se caracterizé por ser el mas generalista, dado que fue
encontrado en todas las zonas de vida, mientras que el haplotipo H4 y el haplotipo H7
fueron mas especializados. Los haplotipos H1 y H2 fueron encontrados en las tres
cordilleras (Central, Occidental y Oriental), incluyendo las regiones de Colombia
identificadas en este estudio como regiones Occidental, Centro-Occidental, y Sur (Figura
3-5, Anexo D).

Figura 3-5. Distribucion geogréafica de los haplotipos de Neoleucinodes.elegantalis mas
frecuentes en Colombia
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La distribucién del H4 es casi restringida a la cordillera Oriental en particular al de-
partamento de Norte de Santander, y la mayoria de los individuos pertenecientes al
haplotipo H7 fueron encontrados en las cordilleras Central y Occidental, en la zona
central cafetera que incluyen a los departamentos de Quindio, Risaralda, Caldas y Valle
del Cauca (Fig.5 Anexo 4). Usando el programa Mega 5.0 se obtuvo el arbol de ML vy el
modelo de sustitucién TN93: Tamura-Nei dado por el criterio BIC (BIC= 4,732.694, -InL=-
1,215.019) (Figura3-7)

Figura 3- 6. Red de haplotipica obtenida para Neoleucinodes elegantalis, mostrando las
mutaciones de 25 haplotipos

..(’ \> LY w880

En general, este arbol no muestra asociaciones entre las secuencias de N. elegantalis y
sus respectivas hospederas o0 asociacién de las secuencias a un origen geografico. El
analisis de neutralidad de Tajima-Nei indica que todas las areas muestreadas fueron
neutrales, mostrando que las poblaciones de N. elegantalis no estuvieron bajo presion de
seleccién, expansion de la poblacién, cuello de botella o heterogeneidad en la tasa de
mutacion (Tabla 3-6) (Tajima 1989, 1996)
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Figura 3-7. Arbol de maxima verosimilitud (ML) obtenido con la distancia genética TN93
(Tamura-Nei) para Neoleucinodes elegantalis recolectado en diferentes solanaceas en 13
departamentos de Colombia. AN: Antioquia, BO: Boyacéd, CAL: Caldas, CA: Cauca, CU:
Cundinamarca, QU: Quindio, MA: Magdalena, NS: Norte de Santander, RIS: Risaralda,
SA: Santander, TO: Tolima, VA: Valle del Cauca
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Tabla 3-6. Prueba de neutralidad deTajima-Nei

realizado para Neoleucinodes elegantalis de Colombia. MA: Magdalena, AN:

Antioquia, SA: Santander, NS: Norte de Santander, BO: Boyacé, CU: Cundinamarca, TO: Tolima, HU: Huila, VA: Valle, CA: Cauca,

NA: Narifio, RI: Risaralda, QU: Quindio, CAL: Caldas

BO Cu NA SA NS MA VA QU RI AN HU TO CAL CA Mean
N 5 9 4 12 9 3 3 2 8 5 7 7 10 12 6.85
D 0.24 -0.06 -0.85 -1.24 0.94 0.00 0.00 0.00 1.64 1.74 1.34 -1.44 081 -0.38 0.19
(Tajima-
Nei)
p 0.72 0.40 0.04 0.10 0.83 0.98 1 1 0.96 0.98 097 0.05 081 0.29 0.65
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Tabla 3-7. Analisis jerarquico de varianza molecular (AMOVA) de la variacién genética de
poblaciones colombianas de Neoleucinodes elegantalis

Fuentes de | g.l. Suma de Componentes Porcentaje Indices de fijacion/
variacién cuadrados Pruebas de

de varianza variacion significancia
Entre regiones | 5 194.711 1.53745 Va 28.02 FCT = 0,28= Va/Vt

p =: 0.06256

Entre 8 97.868 1.60976 Vb 29.34 FSC= 0.40=
departamentos Vb/Vb+Vc
dentro las
regiones p= 0.00098**
Entre 82 191.848 2.33961 Vc 42.64 FST=0.57 = Va/Vit
individuos
dentro de los P<0,00001 ***
departamentos

Los estadisticos F obtenidos en este trabajo (F= 0.28, Fs.= 0.40, y Fs= 0.57) indican una
fuerte diferenciacion genética en las poblaciones de N. elegantalis debido a que el valor
Fst fue altamente significativo (P < 0.0001). La mayoria de la variacion genética fue entre
individuos (42.64%) dentro de cada departamento de Colombia, seguido por 29.34% de
la variacion entre departamentos dentro de las regiones y 28.02% de la variacion fue
entre regiones (Tabla 3-7). Estos resultados implican ademas una reduccibn o no
existencia de flujo de genes entre las poblaciones de este insecto en Colombia.

Teniendo como base el analisis de los F; pareados entre poblaciones de N. elegantalis
colectadas en todos los departamentos de Colombia, se encontré alta diferenciacion
genética entre departamentos que estan geograficamente separados que entre aquellos
mas cercanos (Tabla 3-8).
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Tabla 3-8. Valores de Fsy pareados obtenidos para Neoleucinodes elegantalis de
Colombia. MA: Magdalena, AN: Antioquia, SA: Santander, NS: Norte de Santander, BO:
Boyacd, CU: Cundinamarca, TO: Tolima, HU: Huila, VA: Valle, CA: Cauca, NA: Narifio,
RI: Risaralda, QU: Quindio, CAL: Caldas. (*, P < 0.05; **, P < 0.01; **, P < 0.001)

MA AN SA NS BO Cu TO HU VA CA NA Rl QU

AN |0,41**

SA |0,08 0,49%+*

NSA | 0,00 0,25 0,10

BO |0,76** 0,48* 0,25** 0,30*

CuU |0,80
*kk 0’59*** 0132*** 0’38*** 0’06

TO |0,38** 0,37** 0,23*** 0,19* 0,07 0,02
HU |0,85** 0,56** 0,34*** 0,37** 0,13 0,02 0,03
VA 0,97 0,28 0,71*** 0,55*** 0,95* 0,95** 0,72** 0,97**

CA 0,24
orx 0,15*** 0,22*** 0,17*** 0,17 0,22* 0,11 0,20 0,19***

NA 0,60 0,08 0,65*** 0,42*** 0,69** 0,78** 0,58** 0,75*** 0,44 0,35%**

RI 0,71
xx 0,14 0,68*** 0,52*** 0,74*** 0,79** 0,64** 0,78** 0,07 0,28*** 0,18**

QU |0,75 0,17 0,67*** 0,41* 0,81* 0,88* 0,61** 0,87** 0,25 0,91 0,10 0,30

CAL |0,70* 0,18 0,67*** 0,53*** 0,73** 0,78** 0,65*** 0,76** 0,00 0,81 0,27 0,10 0,21

La Figura 3-8 muestra un arbol de NJ donde las poblaciones de N. elegantalis estan
separadas dentro de tres grupos, uno compuesto por los departamentos de
Cundinamarca, Huila, Boyacda, Tolima y Cauca, otro grupo por Santander, Magdalena y
Norte de Santander, y finalmente un tercer grupo por Antioquia, Narifio, Quindio,
Risaralda, Valle del Cauca, y Caldas. El primer grupo esta compuesto por poblaciones de
las regiones Centro-Oriente y Centro-Sur de Colombia, el segundo por poblaciones de la
region Nororiente, y el tercero por poblaciones localizadas en la regiéon Centro-Occidente
y Sur-Occidente de Colombia
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Figura 3-8. Dendrograma de Neigborn-Joining (NJ) obtenido de los valores FST
pareados de Neoleucinodes elegantalis de Colombia. Norte, Sur, Centro, Oriente y
Occidente refiere a la distribucion general de las poblaciones en Colombia. AN:
Antioquia, BO: Boyac4, CAL: Caldas, CA: Cauca, CU: Cundinamarca, QU: Quindio,
Huila, MA: Magdalena, NS: Norte de Santander, RIS: Risaralda, SA: Santander, TO:
Tolima VA: Valle del Cauca
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3.4.3 Polimorfismo del ADN

El polimorfismo del ADN para las poblaciones de N. elegantalis produjo valores bajos
comparados con otras especies de insectos plaga tales como Spodoptera frugiperda
(J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae), dado que en esta Ultima especie los valores
obtenidos para la divergencia nucleotidica, diversidad haplotipica y polimorfismo
nucleotidico fueron 1 = 0.1497, Hd = 0.926 y © = 0.16196 respectivamente (Salinas-
Hernandez y Saldamando-Benjumea, 2011). Sin embargo, los estimativos de 1y Hd en
N. elegantalis fueron mas altos que los de D. saccharalis F. (Lepidoptera: Crambidae) de
Colombia con valores de Hd = 0.1949 y m = 0.001 (Cadena 2008) y similares a la especie
Maruca vitrata F. (Lepidoptera: Crambidae) con valores de m = 0.0266 (Margam et al.
2011). La comparaciéon de estos resultados sugiere que el gen COl1l en el ADN
mitocondrial de N. elegantalis presenta una diversidad genética similar comparada con
M. vitrata, una diversidad méas grande que D. saccharalis, y una baja diversidad respecto
a S. frugiperda.

El 41% de las secuencias mas frecuentes estan representadas por individuos del
haplotipo H1. Este Haplotipo fue colectado en el departamento del Cauca (Sur Occidente
de Colombia) sobre S. quitoense (Anexo D). De acuerdo con la orografia colombiana el
departamento del Cauca hace parte del macizo colombiano donde la cordillera de los
Andes se bifurca en los ramales Central y Oriental. El macizo colombiano es considerado
un refugio del Pleistoceno y por lo tanto muchas especies de animales y plantas han
divergido en esta area de Colombia (Ideam 1999, 2002). Estos resultados sugieren que
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N. elegantalis debe haber evolucionado en la asociacion de su planta hospedera, pero la
especiacion en este insecto debe haber sido alopatrica en lugar de simpatrica (Pashley
1986). La especiacion alopétrica es el principal mecanismo para la diferenciacion de
especies, como aislamiento geografico genera una barrera para el flujo de genes. Este
tipo de especiacion ha sido documentado en una amplia variedad de especies (Noonan
1988, Blum et al. 2003, Guayasamin et al. 2008, Parra et al. 2009, Zhao et al. 2011). El
flujo de genes entre H7 y H4 debe haber sido interrumpido por una barrera fisica como la
cordillera de los Andes (Figura 3-5). Sin embargo, los haplotipos H1, H2 y H4 son
aparentemente simpatricos dado que fueron encontrados en las cordilleras Central y
Oriental del Colombia (Figura 3-5). El porcentaje de divergencia de estos tres haplotipos
fue < 0.5. Sin embargo, el mas alto valor de distancia genética fue obtenido para el
haplotipo H7 con 1.9% divergencia.

La distribucion geografica de los haplotipos de N. elegantalis puede relacionarse con la
abundancia de sus plantas hospederas tal como fue evidenciado en los tres ecotipos del
noctuido oligéfago Diarsia brunnea (Luque et al. 2009). Teniendo en cuenta que la
divergencia genética para las especies dentro del orden Lepidoptera es alta entre 3.6% y
5% (Sperling et al. 1996; Lee et al. 2005 y Hebert et al. 2004 respectivamente). La
divergencia genética del haplotipo H7 (1.9%) no es suficiente para sefialarlo como
especie diferente; sin embargo, los resultados muestran una separacion a nivel de
poblaciones e incluso puede sugerir un proceso de divergencia evolutiva reciente o en
curso.

3.4.4 Asociacion a planta hospedera y diferenciacién genética de
Neoleucinodes elegantalis

En general se observo que el 49% de los haplotipos de N. elegantalis fueron encontrados
en S. quitoense, seguido por S. lycopersicum con una frecuencia de 24%, por S.
betaceum (tomate de arbol) con una frecuencia de 14.5% y las especies solanacea
silvestres S. hirtum con 8.7%, S. crinitum con el 1.9%, y S. atropurpureum con el 0.97%.
En este estudio se colectaron muestras de N. elegantalis procedentes de diferentes
hospederos, pero el muestreo no fue hecho de manera sistemética y rigurosa. Para
determinar si este insecto plaga se asocia a una Solanaceae hospedera, se requiere de
estudios encaminados a demostrar asociaciones especie- especificas. Sin embargo,
trabajos previos sobre éxito reproductivo de N. elegantalis basado sobre la fecundidad y
la tasa de supervivencia sobre S. quitoense muestran que esta especie de polilla tiene un
alto éxito reproductivo sobre este hospedero comparado con otras especies de
solanaceas (Clavijo 1984; Ferndndez y Salas 1985; Marcano 1991a,b; Serrano et al.
1992). Por lo tanto, parece que esta polilla tiene una fuerte asociacion con esta planta
hospedera comparada con las otras plantas solanaceas.

Respecto a la asociacion de los haplotipos de N. elegantalis por planta hospedera los
resultados de este trabajo demuestran que existen haplotipos que tienen fidelidad por
una fuente alimenticia en particular, y otros que no muestran dicha especificidad. La
mayoria de los haplotipos fueron generalistas H1, H2, H3, H7, H16, y H19, ya que estos
fueron encontrados en especies solanaceas con y sin espinas (Tabla 3-9). El haplotipo
H2 fue el mas generalista debido a que se encontré asociado a solanaceas separadas
filogenéticamente como S. quitoense y S. atropurpureum del subgénero Leptostemonum
(Solanaceas con espinas) de las secciones Lasiocarpa y Acantophora respectivamente, y
S. betaceum del subgénero Cyphomandra y S. lycopersicum del subgénero Potatoe,
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estas dos Ultimas especies de solanaceas sin espinas (Solanacea Source, 2012).
Aparentemente la variacion genética presente en el haplotipo H2 le permite una gran
habilidad para expandir su dieta, es posible que ademas los sistemas de detoxificacion le
permitan a este haplotipo tolerar toxinas, por cuanto la mayoria de especies de la familia
Solanacea contienen componentes téxicos (Hawkes et al. 1979). Ademas, las larvas de
este haplotipo de N. elegantalis puede desarrollarse en frutos hospederos de especies
solanaceas cultivadas y silvestres. En concordancia con Li et al. (2004), las proteinas
enzimaticas de detoxificacion en insectos generalistas son capaces de manipular una
gama de productos quimicos estructuralmente diferentes en comparacion con los
insectos especialistas. Asimismo se cree que los quimicos asociados con los estimulos
de la oviposicion presentes en estas plantas pueden afectan la seleccion y el
comportamiento de oviposicion de N. elegantalis. Teles et al. (2010), encontré que los
extractos de hexano en frutos de tomate estimulan significativamente la oviposicién por
N. elegantalis.

Uno de los grupos mas abundantes y especializados estuvo conformado por los
haplotipos H4, H5, H8, H9, H10, H11, H12, H14, H17, H18, H21, H22, H24, y H25,
debido a que estos fueron encontrados asociados con especies solanaceas con espinas
(Tabla 3-9). Por las consideraciones anteriores se cree que la especie mas comunmente
utilizada por N. elegantalis pertenece al subgénero Leptostemonum; este subgénero se
diferencié en el Mioceno y es mas ancestral que el subgénero Cyphomandra y Potatoe
(S. betaceum y S. lycopersicum son parte de estos subgéneros, respectivamente)
(Bedoya-Reina yBarrero 2009, Wu y Tanksley 2010).

Otros tres casos de especificidad a la planta hospedera fueron observados en el
haplotipo 6, el cual fue encontrado Unicamente en S. atropurpureum (Subgenero
Leptostemonum, seccién Acantophora), haplotipo H13 y H20 en S. lycopersicum
(subgénero Potatoe) y haplotipo 15 y H23 que fueron encontrados en S. betaceum
(subgénero Cyphomandra) (Tabla 3-9).
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Tabla 3-9. Asociacion de haplotipos de Neoleucinodes elegantalis a especies de
Solanaceae con y sin espinas. S.g: S. quitoense; S.h: S. hirtum; S.c: S. crinitum; S.a:
S.atroporpureum; S.b: S. betaceum; S.I: S. lycopersicum

Solanaceae con espinas Solanaceae sin espinas
Subgenero Leptostemonum
_ _ Subgenero Subgenero
Haplotipo =€¢¢iOn seccion Cyphomandra Potatoe
Lasiocarpa Acantophora
Sgqg Sh Sc |Sa S.b S
H1 X X X
H2 X X X X
H3 X X X
H4 X X
H5 X
H6 X X
H7 X X X X
H8 X
H9 X
H10 X
H11 X
H12 X
H13 X
H14 X
H15 X
H16 X X X
H17 X
H18 X
H19 X X
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Tabla 3-9:  (Continuacion)

Solanaceae con espinas Solanaceae sin espinas
Subgenero Leptostemonum
: _ Subgenero Subgenero
Haoloti Seccion Seccion
aplotpo _ Cyphomandra Potatoe
Lasiocarpa Acantophora
Sgqg Sh Sc |Sa Sb Sl
H20 X
H21 X
H22 X
H23 X
H24 X
H25 X

Los resultados obtenidos aqui indican que la seleccién natural esta actuando sobre las
preferencias por las distintas plantas solanaceas, como fuentes de alimento, ocasionando
una posible divergencia genética y morfolégica entre las poblaciones de N. elegantalis,
como lo encontrado por Obando (2011). Esta autora determiné que la morfometria del ala
ha mostrado que la conformacion del ala de las poblaciones de N. elegantalis que fueron
colectadas en las especies silvestres S. crinitum y S. atropurpureum es significativamente
diferente de las poblaciones del insecto provenientes de solanaceas cultivadas (Obando,
2011).

Baena (2010) encontré diferencias en el peso de las pupas y la duraciéon de las mismas
dentro de poblaciones de N. elegantalis colectadas en S. quitoense, S. betaceum y S.
lycopersicum; sin embargo, se requiere verificar si la larva de N. elegantalis estan siendo
seleccionada para desarrollarse méas rapido o mas lento en funcion al desarrollo del fruto
hospedero. Feder et al. (1994) han demostrado que la fidelidad al hospedero es la
principal causa del aislamiento reproductivo entre razas simpatricas de Rhagoletis
pomonella. Un ejemplo de asociacion a planta hospedera ha sido demostrado para
Lepidoptera en O. nubilalis (Bethenod et al. 2005, Malausa et al. 2007); este insecto a
divergido en razas diferentes, una principalmente encontrada sobre maiz (Zea mays L.),
y la otra raza en artemisa (Artemisa vulgaris L.) y sobre lupulo (Humulus lupulus L.). Otro
ejemplo es S. frugirperda (Pashley 1986) una polilla que se ha diferenciado en dos razas,
una encontrada en maiz y la otra en arroz (Oryza sativa L.).

Aunque nuestros resultados sugieren una aparente relacion de los haplotipos de N.
elegantalis con las plantas hospederas; la definicion de raza hospedera para este caso,
esta condicionada a la determinacion tanto de la diferenciacion genética de los haplotipos
simpatricos de N.elegantalis como de las estricciones del intercambio genético, como lo
mencionan Drés y Mallet (2001). Debido a que en este trabajo solo se analiz6 solo un
gen del ADN mitocondrial, es dificil medir el nivel de hibridacién entre los haplotipos de N.
elegantalis o el nivel de aislamiento reproductivo entre ellos. La primera evidencia de
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aislamiento reproductivo entre poblaciones de N. elegantalis colectado en S. betaceum
H3, S. quitoense (H7), y S. lycopersicum (H7) fue realizado por Baena (2010), quien
encontr6 una reduccion en la compatibilidad reproductiva generada por el
comportamiento de aislamiento entre S. betaceum y S. quitoense versus S. lycopersicum.
Sin embargo, estos resultados no son concluyentes, dadas las condiciones usadas para
medir este tipo de aislamiento.

Otro posible aislamiento reproductivo entre hospederos podria estar relacionado con el
aislamiento mecanico tal como lo sugiere Diaz et al. (2015), quienes encontraron que los
especimenes de N. elegantalis obtenidos de los frutos mas pequefios presentaron las
estructuras de la genitalia mas pequefias que los obtenidos de frutos mas grandes que
presentaron los tamafios de las estructuras de la genitalia mas grandes. Con base a
estos resultados se esperaria que existiese mayor flujo genético entre los haplotipos H7 y
H2 cuyas poblaciones poseen en una proporcidon similar individuos con genitalias
medianas y grandes; y los haplotipos H4 y H1 que solo poseen genitalias medianas. Esta
diferenciacibn en la genitalia femenina, asociada a la planta hospedera puede
considerarse un posiblemente aislamiento reproductivo mecénico precigético, que es
necesario documentar mas ampliamente para esta especie.

Otro tipo de aislamiento reproductivo encontrado en N. elegantalis es el aislamiento
comportamental observado en individuos venezolanos de esta especie de polilla
colectados de S. lycopersicum. Estos individuos se aparean asociativamente debido a
gue los machos que son mas grandes y pesados se aparean exitosamente con hembras
gue tienen el mismo fenotipo por esta razén, algunos autores sugieren que las feromonas
sexuales deben ser importantes en este tipo de aislamiento precig6tico en este insecto
(Jaffe et al. 2007). EI comportamiento mondgamo de machos y hembras de esta especie
debe limitar el flujo de genes entre poblaciones simpatricas de este insecto (Jaffe et al.
2007).

3.4.5 Habilidad de Neoleucinodes elegantalis para adaptarse a
diferentes zonas de vida

Si S. quitoense es la planta hospedera usada mas frecuentemente por N. elegantalis, se
deduce que las poblaciones del insecto han coexistido naturalmente sobre este cultivo el
cual se desarrolla 6ptimamente en clima frio de bosque hiumedo montano bajo bh-MB y
bosque muy himedo montano bajo bmh-MB (Angulo, 2006). Nuestros resultados
muestran que N. elegantalis no solamente se adapta a éstas zonas de vida, si no
también, ha desarrollado la habilidad para para expandirse hacia zonas de vida de clima
templado (bs-PM; bh-PM; bmh-PM) y a zonas de clima calido (bs-T) (Diaz et al. 2011).
En la invasion de nuevos hébitats N elegantalis ha ampliado el rango de plantas
hospederas desde frutales de clima frio moderado como S. quitoense y S. betaceum
hasta hortalizas de clima templado y calido como S. lycopersicum, S. melongena y
Capsicum annuum como también una amplia diversidad de solanaceas silvestres (Diaz,
2014).

Las poblaciones de N. elegantalis han mostrado tener un mayor éxito evolutivo (fitness)
en el sentido ecolégico de tener una habilidad superior para explotar el consumo de
nuevas dietas. Aspectos ampliamente estudiados por Spotorno et al. 1998; Pyrcz, et al.
2009; Wright et al. 2010 y Lankau, 2011.
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En general se observa que los haplotipos H2 y H7 de N elegantalis tienen un
comportamiento generalista u eurioico dado que tienen la habilidad para expandirse a
diferentes habitats y aceptar como hospederas una gran variedad de especies dentro de
la familia solanacea. Estos haplotipos presentan ventajas comparativas frente a la
inestabilidad climatica, por su posible flexibilidad adaptativa; aspecto valorado en otros
lepidépteros (Paritsis yVeblen, 2011).

3.4.6 Tamafo efectivo de la poblacion y manejo integrado de
plagas

La cuantificacion del tamafio de las poblaciones naturales tanto en el pasado como en el
presente, particularmente en una especie plaga puede dar una idea del éxito de la
invasion de una poblacién, la cantidad de esfuerzo requerido para erradicar o suprimir
esa poblacion y la efectividad de una estrategia de control (Rollins et al. 2006). Sin
embargo, la estructura del habitat, la extension geografica, la movilidad, el tamafio
individual, la naturaleza criptica de las especies y la distribucion de la poblacién, dentro
de otros problemas a menudo complican la cuantificacién del tamafio estimado de la
poblacion por la realizacion de un censo directo (Rollins et al. 2006).

Para el manejo de plagas, las técnicas moleculares se pueden usar para estimar la
diversidad genética en una especie de insecto e identificar repentinas contracciones de la
poblacion (producidas por cuellos de botella), debido a la sobrevivencia de pocos
individuos resistentes después de la presidén de seleccion impuesta por una estrategia de
control quimico o bioldgico. Por lo tanto, la reduccién de la diversidad genética en una
especie plaga puede proporcionar retroalimentacion sobre la eficacia de los programas
de control (Hampton et al. 2004, Rollins et al. 2006).

Cuando los agricultores deciden eliminar localmente las poblaciones de plagas usando
algun tipo de control, se espera que los primeros alelos de la poblaciéon que desaparecen
son aquellos con las mas bajas frecuencias (Hauser et al. 2002). Sin embargo, después
de 4Ne generaciones (siendo Ne: el tamafio efectivo de la poblacién) se perderan mas
alelos, significando que el nimero de alelos que se pierden depende del tamafio efectivo
de la poblacién. Por lo tanto, en el largo plazo las estrategias de control podrian ser
mejoradas, si se conoce los estimativos de la diversidad genética (1), el valor D del test
de Tajima-Nei (que permite analizar si una poblacién se encuentra en contraccién o
expansion) (Tajima 1989), y el tamafio efectivo de la poblacion “Ne” (Pinto et al. 2002) en
una plaga.

Por todas estas razones, se estimd para cada departamento de Colombia el test de
Tajima-Nei (Tajima 1989), encontrdndose que las poblaciones de N. elegantalis no
estuvieron ni en contraccion ni en expansion, sugiriendo que ni la seleccién natural ni los
cuellos de botella afectaron fuertemente la ocurrencia de esta especie plaga. El tamafio
efectivo de la poblacion, Ne, fue estimado indirectamente usando el valor e (polimorfismo
nucleotidico), donde e= 2Nep para un gen de ADN mitocondrial (Freeland 2005). El valor
del tamafio efectivo de la poblacion Ne estimado para N. elegantalis fue de 3176
individuos, asumiendo una tasa de mutacién de 1.7 X 10°® sustituciones por sitio por afio
(Brower 1994). El tamafio efectivo de la poblacién de N. elegantalis es bajo comparado
con las estimaciones hechas para S. frugiperda y O. nubilialis, con valores de 1889100 y
150000-200000 individuos respectivamente (Salinas-Herndndez y Saldamando-
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Benjumea 2011, Malausa et al. 2007). Este valor es alto desde el punto de vista del
manejo integrado de plagas (Pinto et al. 2002).

En resumen, este trabajo de investigacion demostré que en Colombia, N. elegantalis se
ha diferenciado genéticamente en haplotipos que son el resultado de la asociacién con
las plantas solanaceas hospederas. La divergencia genética estuvo dada por el efecto de
la Cordillera de los Andes que actia como una barrera al flujo de genes entre los
haplotipos mas comunes encontrados en esta especie. La asociacion a la planta
hospedera puede ser explicada por la evolucibn a biotipos o razas que fueron
primeramente identificadas como poblaciones distintas con base a la morfologia de la
genitalita de la hembra y la morfometria del ala. Por lo tanto, para N. elegantalis, la
diferenciacién del ADN mitocondrial y la divergencia morfolégica proporciona evidencias
de que poblaciones de este insecto estan atravesando por una proceso de especiacion
ecologica.
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4. Capitulo 4

Variacion en el numero de capturas de machos de
Neoleucinodes elegantalis (Lepidoptera: Crambidae) en
cultivos de solanaceas, usando trampas cebadas con la
feromona  sexual de  distintas presentaciones
comerciales

4.1 Resumen

Neoleucinodes eleganantalis (Lepidoptera: Crambidae) es la plaga mas dafiina de la
familia Solanacea. Estudios recientes han demostrado que la especie N. elegantalis se
ha diferenciado en razas hospederas con base en la divergencia de la genitalia femenina,
la morfometria del ala y las secuencias del gen mitochondrial Citocromo Oxidasa 1. En
este estudio se midio el nimero de machos capturados en Colombia y Ecuador usando
trampas cebadas con la feromona sexual (Neolegantol ®) formulada a partir de hembras
de N. elegantalis colectadas en Venezuela de S. lycopersicum. Los resultados muestran
gue en Colombia hubo variacibn en la atraccion y diferenciacién genética en las
poblaciones de N. elegantalis capturadas. El poder de atraccion de la feromona sexual
Neolegantol ® en Colombia fue superior en cultivos de S. lycopersicum, seguido de S.
guitoense y finalmente S. betaceum. La genotipificacién de los especimenes de Colombia
usando el gen CO1 produjo una red hapotipica que agrupo individuos dentro de la misma
raza hospedera (caracterizada por tener tamafio medio de la genitalia femenina). Esta
misma feromona capturé un nimero mucho menor de machos en Ecuador que en
Colombia.

En cuanto a la eficacia en captura de machos por la feromona Neolegantol ® producida
por Agroecoldgica Platom CA de Venezuela fue significativamente mayor que las
capturas de la feromona P228 producida por ChemTica Internacional, SA de Costa Rica,
lo que sugiere que las diferencias en la composicion quimica entre ambas feromonas
podrian afectar la atraccion de los machos de esta especie de insecto. Se sugiere que la
diferencia en el poder de atraccion de la feromona dentro de los paises estudiados refleja
una divergencia adaptativa de las razas hospederas que estan evolucionando a través
del aislamiento precigético a nivel quimico de la feromona sexual.
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4.2 Introduccioén

En los Lepiddpteros, particularmente en las polillas, la comunicacién entre las hembras y
los machos se realiza con el uso de feromonas que generalmente son liberadas por la
noche y a largas distancias y son producidas por las hembras con el fin de asegurar el
encuentro con los machos de su misma especie (Jurenka 2004). Esto ocurre debido a
gue las hembras producen feromonas sexuales especie—especificas en una glandula
especializada en la base de su abdomen (Groot et al. 2008). Estas feromonas consisten
en una mezcla de dos o mas componentes de C10—-C18 en una cadena lineal de
compuestos insaturados derivados de &cidos grasos, con un grupo funcional de alcohol,
aldehido o éster (Groot et al. 2008). La especificidad a las feromonas emitidas por las
hembras depende en su concentracidon, composicion y su combinacion de estos acidos
grasos (proporciones) con el fin de atraer a machos conspecificos (Jurenka 2004). Una
vez la composicion y concentracion de las feromonas es establecido, éstas son
sintetizadas en el laboratorio para utilizarlas en el campo en cultivos donde el insecto es
considerado plaga (Jaffe et al. 2007).

La feromona sexual de Neoleucinodes elegantalis, como en todas las polillas, es
producida por las hembras y ocasiona una respuesta de comportamiento sexual sobre
los machos conspecificos. Hasta el momento, se han identificado cinco componentes de
la feromona sexual en poblaciones venezolanas de N. elegantalis de Solanum
lycopersicum (tomate): (E )-11 hexadecenol (E11-16:0H), (Z )-11 hexadecenol (Z11-
16:0H), (Z )3, (Z )6,(Z )9-tricosatriene (Z3,26,29-23:Hy), (E )-11 hexadecenal (E11-
16:Ald) y (E )-11 hexadecenil acetato (E11-16:0Ac) (Cabrera et al. 2001). De estos
compuestos quimicos el (E)-11 hexadecenol, atrae machos de N. elegantalis aun en
ausencia de los otros componentes. Por otro lado, el isbmero (Z )-11 hexadecenol
produce una reaccién contraria ya que actla como repelente, puesto que no atrae
machos por si solo y reduce las capturas cuando esté presente con (E)-11 hexadecenol.
Adicionalmente, pequefias cantidades de (Z3,Z6,Z29)-tricosatrieno, incrementan la
atraccion de (E )-11 hexadecenol, pero grandes cantidades inhiben la atraccién. El
tricosatrieno no tiene efecto de atraccion cuando se presenta solo (Cabrera et al. 2001).
La funcién de la feromona sexual en N. elegantalis, es un modelo de seleccién sexual,
dado que el mecanismo de eleccion de pareja es modulado directa o indirectamente por
la feromona sexual en ambos sexos (Jaffe et al 2007). Observaciones de laboratorio
muestran que el apareamiento de N. elegantalis ocurre entre parejas que tienen mayor
peso y tamafio. Las hembras méas grandes y mas pesadas producen mayor cantidad de
(E)-11 hexadecenol y menor cantidad del compuesto isométrico que inhibe la atracciéon
en los machos. A su vez los machos mas grandes responden a la feromona mas
rapidamente y tienen éxito en el apareamiento, esto significa que la sefial quimica en N.
elegantalis proporciona informacion sobre la calidad genética de la pareja (Jaffe et al
2007).

En vista de que el tamafio de los adultos (expansién alar P= 0,015) (Diaz sin publicar); la
forma y conformacion del ala (Obando, 2011) y el tamafio de la genitalia femenina de N.
elegantalis se encuentran correlacionados directamente con el tamafo del fruto
hospedero del insecto en estado larval (Diaz-Montilla et al. 2015), y ademas, la
diferenciacién genética de los haplotipos de esta polilla representan la divergencia en
cuatro razas de esta especie (Diaz et al. 2013), se esperaria que la composicion y
concentracion de la feromona sexual entre las poblaciones de N. elegantalis presente
una variacion también correlacionada con los frutos de las especies de plantas
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hospederas (de la familia Solanaceae) de las cuales sus poblaciones se originaron
(Capps, 1948; Mendal et al. 1996, Picanco et al. 1997, Carneiro et al. 1998, Diniz y
Morais 2002, Olckers et al. 2002, Morales Valles et al. 2003, Cordo et al. 2004, Diaz-
Montilla 2014). Asimismo, la dispersién local y su amplia distribucion geografica hacen
que las poblaciones de N. elegantalis presenten una alta variacién en la proporcion de los
componentes quimicos de la feromona sexual (Z: E) (CV: 184%) en comparacion con
otras especies de Lepidoptera (Jaffe et al 2007), por ello el poder de atraccion de la
feromona sexual producida por las hembras de las diferentes razas de N. elegantalis
podria diferir entre si en la naturaleza.

Dadas las consideraciones anteriores, en este capitulo, se desea determinar si las
feromonas emitidas por N. elegantalis, se diferencian en su capacidad de atraer sus
machos homotipicos mediante la evaluacion indirecta del aislamiento precigético tipo
quimico. Bajo la premisa de que en las razas hospederas, los insectos suelen ser mas
atraidos por la feromona de su propia poblacion, independientemente de su origen
geografico (Unbehend et al. 2014). Se conocen dos presentaciones comerciales de la
feromona sexual de N. elegantalis (P228) y Neolegantol ®), las cuales fueron
sintetizadas a partir de estudios etoldgicos realizados con poblaciones venezolanas de N.
elegantalis provenientes de S. lycopersicum y estas feromonas sintéticas fueron tenidas
en cuenta en este estudio para determinar el nimero de machos que atraen en la
naturaleza. La feromona Neolegantol ® ejerce atraccidon sobre poblaciones del insecto en
Colombia, Venezuela y algunos estados de Brasil (Mirds et al. 1997; Kuratomi 2001;
Arnal et al. 2005; Salas 2008 y Benvenga et al. 2010); sin embargo, su eficacia ha sido
cuestionada en Ecuador, Honduras, Bolivia, Argentina (K. Jaffe, S. Soria, L Puch
comunicacion personal 2013).

La variacion geografica en la comunicacion sexual ha sido estudiada en otros Crambidae
de importancia econémica para cultivos como maiz y cafia de azlcar, se ha investigado
la variacion en la concentracion de los componentes quimicos de la feromona sexual de
acuerdo con la distribucién geografica y la estructuracion genética de los insectos
(Palacio-Cortés et al. 2010). En Ostrinia nubilalis, el barrenador europeo del maiz, la
feromona sexual ha sido identificada como una mezcla de isémeros geométricos de 11-
tetradecenil acetato y la proporcién de los isémeros varia de acuerdo con el origen
geografico de las polillas, de esta manera, se han registrado dos razas del insecto, la
raza Z ampliamente distribuida alrededor del mundo y la raza E que se localiza
principalmente en ltalia. La raza Z tiene una mezcla de tetradecenil acetato en una
proporcion de 97:3 de (2)-11 y (E)-11 abreviacion de (Z11-14: Ac y E11-14:Ac). En la
raza E la proporcion de la mezcla de tetradecenil acetato es de 4:96 de Z11y E11-14:Ac
(Klun et al. 1975).

En Diatraecae saccharalis, el barrenador de los tallos de la cafia de azucar, se han
identificado como principales componentes de la feromona sexual a (9Z, 11E)-
hexadecadienal y (Z11)-hexadecenal. Se observaron tres proporciones diferentes de
estos componentes: (9:1) para las poblaciones de Sao Pablo, Parana y Pernanbuco
(Brasil); (6:1) para una poblacién colombiana y (3:1) para la poblaciéon de Mato Gorosso
(Brasil). Estas proporciones se asociaron con el agrupamiento de haplotipos al estudiar la
variacion genética entre estas poblaciones, utilizando el marcador Citocromo oxidasa |l-
(Palacio-Cortez et al. 2010).

Dadas los resultados sobre la atraccion de feromonas sexuales en la naturaleza y la
existencia de cuatro razas de N. elegantalis que potencialmente podrian atraer
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diferencialmente los machos de sus poblaciones se plantearon los siguientes objetivos:
a) Determinar la eficacia en la captura de machos de N. elegantalis de dos feromonas
comerciales ((Neolegantol ® y P228) en Solanum quitoense (lulo o narajilla). b) Analizar
el nimero de machos de N. elegantalis capturados por la feromona Neolegantol ® en S.
guitoense, Solanum betaceum (tomate de arbol), S. lycopersicum y Capsicum annuun
(pimentén) en Colombia y Ecuador. ¢) Estudiar la variabilidad genética de los individuos
de N. elegantalis capturados en las trampas cebadas con la feromona sexual, usando las
secuencias de ADN del gen mitocondrial Citocromo oxidasa 1 (CO1).

4.3 Materiales y métodos

4.3.1 Variacion en el numero de capturas de machos de
Neoleucinodes elegantalis usando las  feromonas
Neolegantol ® y P228 en un cultivo de S. quitoense en
Colombia

La eficacia en la capacidad de captura de machos de N. elegantalis fue evaluada en
condiciones naturales en dos feromonas sexuales disponibles comercialmente: a)
Neolegantol ® feromona sintética comercializada por Agroecoldgica Platom CA, Caracas,
Venezuela, y b) La feromona P228, sintetizada y comercializada por ChemTica
Internacional, SA San José , Costa Rica. Los componentes de feromona Neolegantol ®
son: (E) -11-hexadecenol (E11-16: OH) + 5% de tricosatriene (Z3, Z6, Z9-23: Hy),
mientras que el Unico componente de la P228 es (E) 11- Hexadecenol. Se utilizé el
disefio de la trampa BM94 (Miras et al., 1997) con agua jabonosa, para la captura de los
machos.

Las trampas cebadas con estas dos feromonas se distribuyeron en un cultivo de lulo con
aproximadamente 2396 plantas (2.2 ha) sembradas a una distancia de 3 x 3 m, ubicado
en la zona de vida de bosque muy humedo premontano (bmh-PM) en la vereda Palo
Blanco en el municipio de Anserma, Departamento de Caldas en Colombia, localizado a
05°14'58,2" N y 075°46'07,8" W a una altura de 1846 msnm. En cada uno de los cuatro
extremos del huerto se distribuyeron alternadamente cuatro trampas dos con la feromona
sexual Neolegantol® y dos con la feromona P2 28 para un total de 16 trampas en el
cultivo. Cada ocho dias durante el mes de Noviembre de 2012, se cuantific6 el nUmero
de polillas en cada trampa. Este huerto tuvo un nivel de infestacion por N. elegantalis de
28.5% en promedio.

4.3.2 Variacion en el numero de capturas de machos de
Neoleucinodes elegantalis usando la feromona Neolegantol
® en cultivos solanaceos en Colombia y Ecuador

Entre el afio 2009 al 2010, se evalud la capacidad de la feromona Neolegantol® en la
captura de machos de N. elegantalis, utilizando la trampa BM-94 con solucién jabonosa.
Las trampas se distribuyeron en cultivos comerciales de S. quitoense, S. betaceum, S.
lycopersicum y en cuatro ambientes silvestres (bosques primarios intervenidos). Los
cultivos y los bosques se localizaron a diferente altura sobre el nivel del mar, en tres



Capitulo 4 131

zonas de vida segun Holdrige: bosque humedo premontano (bh-PM), bosque muy
hamedo premontano (bmh-PM) y bosque muy hiimedo montano bajo (bmh-MB) (Tabla 4-
1).

En la Tabla 4-1, se muestran los cultivos y ambientes silvestres en 16 localidades,
distribuidas en seis municipios (Chinchina, Jardin, Manizales, Pefiol, Santa Rosa y Santo
Domingo) de tres departamentos de Colombia: Antioguia, Caldas y Risaralda (Tabla 4-1).
Las trampas se instalaron en zonas donde por informacion previa se conocia sobre la
infestacion por N. elegantalis.

El manejo agrondmico y el control de los insectos plagas, se hizo segun el criterio
particular de cada agricultor. En los puntos extremos y en sentido opuesto a la direccién
del viento se distribuyeron cuatro trampas por cultivo y ambiente silvestre. Las trampas
se soportaron sobre estacas de madera o guadua al nivel del dosel de las plantas y a una
altura aproximada de 2 metros en los ambientes silvestres. Igual nUmero de trampas sin
septos de la feromona y con agua jabonosa fueron utilizadas como testigo. Debido a que
no hubo capturas en estas trampas se omitieron los analisis estadisticos.

Se hicieron aproximadamente 48 muestreos durante los 12 meses que durd el
experimento. Las trampas se supervisaron semanalmente. Se registr6 el nimero de
machos capturados de N. elegantalis y machos de otros lepidopteros que fueron atraidos
por la feromona. Estos machos fueron identificados hasta el nivel de familia usando las
claves taxondmicas publicadas en Kristensen (1999). La solucién de agua jabonosa se
reemplaz6 por una nueva preparacion cada vez que se hicieron los conteos. Para no
alterar el comportamiento de las polillas, se utilizé jab6n en polvo sin aroma. La feromona
fue reemplazada cada 45 dias.

Tabla 4-1. Localidades y cultivos en Colombia y Ecuador donde se evalud la eficacia de
la feromona sexual de Neoleucinodes elegantalis, Neolegantol®

Pais | Localidad/Provincia | Altitud Zona Cultivo
o Departamento (msnm) | de vida
Santa Rosa/Risaralda | 1467 bmh- Solanum
PM quitoense
Chinchina/Caldas 1522 bh-PM Solanum
quitoense
._CEG 1695 bmh- Solanum
[= PM quitoense
9 . N 1845 bmh- Solanum
8 Jardin/Antioquia PM quitoense
2066 bmh- Solanum
MB quitoense
Manizales/Caldas 1743 bmh-
PM S. betaceum
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Tabla 4-1: (Continuacién)

Pais | Localidad/Provinciao | Altitud Zonade Cultivo
Departamento (msnm) vida
Jardin/Antioquia 1945 bmh-PM S. betaceum
Santo o 2048 bmh-MB | 5 petaceum
Domingo/Antioquia
Pefiol/Antioquia 2155 bh-PM S. betaceum
Manizales/Caldas 1261 bmh-PM S. lycopersicum
© Santa Rosa/Risaralda | 1679 bmh-PM S. lycopersicum
g Pefol/Antioquia 2186 bh-PM S. lycopersicum
% Manizales/Caldas 1800 bmh-PM Ambiente
O silvestre
Jardin/Antioquia 2018 bmh-MB | Ambiente
silvestre
Santo 2055 bmh-MB Ambiente
Domingo/Antioquia silvestre
Pefol/Antioquia 2100 bh-PM Ambiente
silvestre
Los Bancos/ Pichincha | 681 bmh-PM S. quitoense
Awayaku/ Napo 735 bmh-PM S. quitoense
Rio Negro/Tungurahua | 1242 bmh-PM S. quitoense
Rio Verde/ Carchi 814 bs-PM S. quitoense
Guagua Sumaco/Napo | 1053 bh-T S. quitoense
El Chaco/Napo 1607 bh-PM S. quitoense
Rio Negro/Tungurahua | 1497 bmh-PM S. betaceum
5 El Chaco/Napo 1988 bh-PM S. betaceum
_§ Rio Negro/Tungurahua | 1232 bmh-PM S. lycopersicum
h El Chaco/Napo 1588 bh-PM S. lycopersicum
Rio Negro/Tungurahua | 1553 bmh-PM C. annuun
El Chaco/Napo 1678 bh-PM C. annuun
Los Bancos/ Pichincha | 881 bmh-PM Ambiente
silvestre
Rio Negro/Tungurahua | 1242 bmh-PM Ambiente
silvestre
El Chaco/Napo 1607 bh-PM ,Sé\ilr\r;glst?[p;e

Debido a que no se observé una correlacion estadistica entre la precipitacion y el nimero
de machos capturados, los andlisis no se presentan. Los registros de precipitacion,
fueron suministrados por el IDEAM-Colombia y el Centro de Servicio al Agricultor, LAN,
Syngenta S.A., Bogota.
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En Ecuador, se evalué la capacidad de captura de la feromona Neolegantol® a finales de
diciembre de 2011 y durante los tres primeros meses del afio 2012; para cada localidad
se hicieron dos muestreos y se siguid el mismo procedimiento de instalacién y
mantenimiento de las trampas mostrado anteriormente. Se analizaron cuatro trampas con
y sin feromona para cada sitio. Las trampas se instalaron en cultivos de S. quitoense, S.
betaceum, S. lycopersicum, C. annuun y tres ambientes silvestres (bosques primarios
intervenidos), localizados a diferente altura sobre el nivel del mar, en cuatro zonas de
vida segun Holdrige: bosque humedo premontano (bh-PM), bosque muy humedo
premontano (bmh-PM), bosque himedo tropical (bh-T) y bosque seco premontano (bs-
PM) (Tabla 4-1). Los sitios de muestreo incluyen seis localidades: Los Bancos, Awayaku,
Rio Negro, Rio Verde, Guagua Sumaco y El Chaco de cuatro provincias ecuatorianas
(Carchi, Napo, Pichincha y Tungurahua) (Tablal). Las trampas se revisaron cada 15
dias.

4.3.3 Genotipificacion de machos de Neoleucinodes elegantalis
capturados en trampas cebadas con Neolegantol®

La genotipificacion fue hecha Unicamente en 44 machos de N. elegantalis de Colombia
capturados en cultivos de S. quitoense, S. betaceum y S. lycopersicum. Este andlisis fue
desarrollado mediante la secuenciacion del gen mitocondrial citocromo oxidasa 1 (CO1),
siguiendo la metodologia descrita en Diaz-Montilla et al. (2013).

4.3.4 Analisis de datos

Los andlisis comparativos entre el nimero promedio de machos capturados por la
feromona Neolegantol ® y P228 en S. quitoense se hicieron con la prueba de Mann
Whitney después de realizar los analisis de normalidad y homogeneidad de varianzas
(Sokal y Rolhf 1995).Se realizé el andlisis estadistico de los datos del nimero de machos
capturados con Neolegantol ® para la informacién de Colombia. Para los datos de
Ecuador se hizo tnicamente un andlisis descriptivo debido al bajo nUmero de capturas.
Para evaluar si hubo asociacion entre el nimero de machos de N. elegantalis
capturados, el cultivo (S. quitoense, S. betaceum y S. lycopersicum), la altura sobre el
nivel del mar donde los cultivos se sembraron y la interaccion de las variables cultivo x
altura, se realiz6 una prueba de Chi cuadrado (Sokal y Rohlf 1995), utilizando el Software
estadistico R (2012).

Para comparar el nimero promedio de machos de N. elegantalis capturados en S.
lycopersicum, S. quitoense y S. betaceum se hizo usando una prueba de Welch F. Esta
prueba permite realizar un andlisis de varianza ANOVA obteniendo resultados mas
confiables cuando los datos presentan heterocedasticidad sin estar distribuidos
normalmente y sin tener varianzas homogéneas (Sokal y Rohlf 1995). Se determin6 que
los datos fueron no paramétricos al aplicar la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk y de
Levene’s para homogeneidad de varianzas. Estos Ultimos andlisis estadisticos se
hicieron con en el programa Past 3.1 (Hammer et al. 2001).
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4.3.5 Andlisis de secuencias

Las secuencias obtenidas de Colombia, fueron editadas usando Bioedit (Hall 1999) y
alineadas con el algoritmo Clustal W (Larkin et al. 2007). Las estimaciones del
polimorfismo nucleotidico (0), diversidad nucleotidica (1T), sitios segregantes, numero de
sitios polimorficos y nimero de haplotipos y el test de tajima (D) se obtuvieron utilizando
el programa DNAsp V5 (Librado y Rozas 2009). El test de Tajima se realiz6 para
determinar si las poblaciones de N. elegantalis se encuentran en expansion o en
contraccion, o si el tamafio de la poblacion es constante (Librado y Rozas 2009).
Adicionalmente se gener6 una red de haplotipos con el programa Network 4.6 (Fluxus
Technology Ltd. 2010).

4.4 Resultados

4.4.1 Variacion en el numero de capturas de machos de
Neoleucinodes  elegantalis usando las  feromonas
Neolegantol ® y P228 en un cultivo de S. quitoense en
Colombia

Los resultados obtenidos con la prueba de Mann Whitney mostraron que el nimero de
machos de N. elegantalis capturados en un cultivo de S. quitoense fue significativamente
diferente en las dos feromona comerciales (H= 13,05 P = 0.0002472). En las trampas
cebadas con Neolegantol ® se capturé un promedio de pu = 12.81 +/- 2.47 individuos
mientras que en P 228 se obtuvo un promedio de g = 2.71 +/- 0.69 individuos. La
Feromona Neolegantol ® captur6 11 veces mas machos de N.elegantalis que la
feromona P 228. Estos resultados sugieren que la composicién quimica de las feromonas
juega un rol importante en la atraccion de los machos de N. elegantalis.

4.4.2 Variacion en el numero de capturas de machos de
Neoleucinodes elegantalis usando la feromona Neolegantol
® en cultivos solanaceos en Colombia y Ecuador

La prueba de Chi cuadrado (p= 0.05), mostré que en Colombia el nimero de machos de
N. elegantalis capturados por la feromona sexual Neolegantol ® se asocia
significativamente al cultivo solanaceo hospedero (S. quitoense, S. betaceum y S.
lycopersicum), a la altitud (m.s.n.m.) donde estos cultivos estuvieron sembrados y a la
interaccion entre estas dos variables (Tabla 4-2); en términos generales, se observaron
mayores capturas (430.67 adultos) en alturas medias entre 1601 a 1950 m.s.n.m.,
seguidas de las capturas en cultivos sembrados a baja altitud entre 1200 a 1600 m.s.n.m,
donde se recolectaron (295.25 adultos), y las menores capturas (83.50) se cuantificaron
en los cultivos ubicados a mayores alturas, entre los 1951 a 2200 msnm (Tabla 4-3)
(Figura 4-1).
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Tabla 4-2. Contrastes de los efectos del modelo para mostrar asociacién entre machos
de Neoleucinodes elegantalis capturados con Neolegantol ®, la altitud, el cultivo
hospedero y la interaccién altitud x cultivo hospedero

Tipo I
Chi cuadrado de
Origen wald gl P

(Interseccién) 65.374 1 <0.001
Altitud (msnm) 23.219 2 <0.001
Cultivo hospedero 11.996 2 0.002
Altitud (msnm) x cultivo

hospedero 36.911 3 <0.001

Tabla 4-3. Estimaciones para mostrar asociaciéon entre machos de Neoleucinodes
elegantalis capturados con Neolegantol ® y la altitud (m.s.n.m.) donde los cultivos
hospederos estuvieron sembrados

Intervalo de confianza de Wald

Tipo de 95%
Altitud (msnm) Promedio error Inferior Superior
Alta (1950-2200) 83.50 54.545 -23.48 190.48
Media (1601-1950) 430.67 48.821 334.98 526.36

Baja (1200-1600) 295.25 63.421 170.95 419.55




136 Aspectos ecoldgicos y evolutivos del perforador del fruto Neoleucinodes elegantalis (Guenée)
(Lepidoptera: Crambidae). Un enfoque para orientar las estrategias de manejo en cultivos de solanaceas

Figura 4-1. Capturas de machos de Neoleucinodes elegantalis en cultivos de Solanum
quitoense, S. betaceum y S. lycopersicum a diferentes alturas sobre el nivel del mar,
utilizando trampas cebadas con la feromona sexual Neolegantol®

o
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s
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% 1000
= 800
£ 600
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El cultivo donde se capturdé el mayor nimero de adultos de N. elegantalis fue en tomate,
S. lycopersicum (373 polillas) seguido del lulo, S. quitoense con 270.5 insectos y tomate
de arbol, S. betaceum, con el menor nimero de individuos 101.25 (Tabla 4-4).

Tabla 4-4. Estimaciones para mostrar asociaciéon entre machos de Neoleucinodes
elegantalis capturados con Neolegantol ® y el cultivo solanaceo hospedero

Intervalo de confianza de Wald

Tipo de 95%
Cultivo Promedio error Inferior Superior
S. lycopersicum 373.00 59.794 255.81 490.19
S. quitoense 270.50 48.821 174.81 366.19
S. betaceum 101.25 51.783 -24 202.74

En la Tabla 4-5 se discrimina detalladamente el nimero de machos de N. elegantalis
capturados con Neolegantol ® en relacién con el cultivo hospedero y la altura (m.s.n.m)
donde los cultivos fueron sembrados. Los datos muestran que en S. lycopersicum el
mayor numero de capturas se obtuvo cuando los cultivos se localizaron a una altura
media (1601-1950 m.s.n.m), donde se registraron 899 adultos. En los huertos de S.
quitoense sembrados en alturas bajas (1200-1600 m.s.n.m) se cuantificé el mayor
namero de machos (459.50) y en S. betaceum las capturas mas grades (107 individuos)
se realizaron en alturas medias (1601-1950 m.s.n.m).
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Tabla 4-5. Estimaciones del nimero machos de Neoleucinodes elegantalis capturados
con Neolegantol ® en la interaccidn: altura (m.s.n.m) x cultivo solanaceo hospedero

Intervalo de confianza de Wald

95%
Tipo de
Altura (m.s.n.m) Cultivo Promedio error Inferior Superior
S.
lycopersicum 89.00 103.566 -113.99 291.99
Alta (1950-2200) g jitoense 66.00 103.566 -136.99 268.99
S. betaceum 95.50 73.232 -48.03 239.03
Media (1601-1950) > .
lycopersicum 899.00 103.566 696.01 1101.99
S. quitoense 286.00 73.232 142.47 429.53
S. betaceum 107.00 73.232 -36.53 250.53
Baja (1200-1600)  S.
lycopersicum 131.00 103.566 -71.99 333.99
S. quitoense 459.50 73.232 315.97 603.03

Sobre la base de un andlisis de varianza no paramétrico (F Welch) (F = 21.29; df= 142.3;
P<0.0001) y una prueba de Tukey (Anexo E), se encontr6 que el mayor promedio
(u=15.57 +/- 12.91) semanal de individuos capturados/trampa se obtuvo en S.
lycopersicum y S. quitoense (1 = 14.92 +/- 19.02) y las menores capturas en S. betaceum
(1 = 6.65 +/- 6.38. Los resultados muestran que en Colombia el poder de atraccion de la
feromona sexual Neolegantol ® fue superior en cultivos de S. lycopersicum, seguido de
S. quitoense y finalmente S. betaceum, sin embargo las capturas generaron valores
promedios similares en los dos primeros hospederos.

La feromona sexual de (Neolegantol ®) también atrajo adultos de las familias Noctuidae y
Pyralidae en cultivos de tomate de arbol y lulo, mientras que en ambientes silvestres fue
comun capturar especimenes de la familia Geometridae. En un cultivo de tomate de arbol
en el departamento de Antioquia, municipio de Santo Domingo, vereda El Rayo ubicado a
N06°28'54.7", W75°07'68.9" a una altura de 2048 m.s.n.m., se capturd un espécimen del
género Euleucinodes posiblemente E. conifrons (Lepidoptera: Crambidae). Igualmente,
en el municipio de Jardin en este mismo departamento, en la vereda Quebrada Bonita,
en la trampa ubicada a N05°35'13.6", W 75°47'52.1" a 2018 m.s.n.m. en un ambiente
silvestre de bosque muy himedo montano bajo (bmh-MB), se capturo un espécimen
identificado como posible N. dissolvens (Dyar).

El nimero de machos de N. elegantalis capturados usando la feromona Neolegantol ®
en Ecuador se resume en la Tabla 4-6. Durante los tres meses de seguimiento en este
pais, se capturaron 7 individuos en cultivos de S. quitoense, 2 en S. betaceum y 4 en C.
annuum. No hubo capturas en S. lycopersicum ni en los ambientes silvestres. El nivel de
infestacion por N. elegantalis no fue registrado previamente en los huertos de S.
quitoense; sin embargo, Paredes et al (2010) reporta una infestacion superior al 60%
sobre este cultivo en Ecuador.
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Tabla 4-6. Capturas de Neoleucinodes elegantalis en Ecuador (diciembre 2011-marzo
2012), utilizando trampas cebadas con Neolegantol® y trampas control sin feromona

Cultivo/ambiente Provincia/ Altura | Zona de N. elegantalis
silvestre Localidad (msnm) vida Neolegantol® | Control
Napo/El Chaco 1607 bh-PM 1 0
Napo/Aguayacu 735 0 0
Pichincha/Los 681 1 0
Bancos
, Tungurahua / 1247 | Pmh-PM 33-19 1
Solanum quitoense .
Rionegro
Napo/Guagua 1053 bh-T 0 0
Sumaco
Carchi/Rioverde 814 bs-PM 1 0
Napo/El Chaco 1988 bh-PM 0 0
S. betaceum Tungurahua / 1497 | bmh-PM 2 0
Rionegro
C. annuum El Chaco/Napo 1678 bh-PM 0 0
Tungurahua/ 1533 bmh-PM 4 0
Rionegro
Napo/El Chaco 1588 bh-PM 0 0
S. lycopersicum Tungurahua / 1232 | bmh-PM 0 0
Rionegro
Napo/El Chaco 1607 bh-PM 0 0
Pichincha/Los 881 bmh-PM 0 0
Ambiente silvestre Bancos
Tungurahua / 1242 bmh-PM 0 0
Rionegro

En cultivos comerciales de S. betaceum no se encontraron frutos atacados por N.
elegantalis, esporadicamente se observaron algunos frutos infestados en cultivos
abandonados. Aunque se recolectaron cuatro especimenes de N. elegantalis en C.
annuum, no hubo frutos dafiados y en Ecuador nunca se ha registrado este insecto como
plaga de esta solanacea lo mismo que en S. lycopersicum. La feromona Neolegantol ®
atrajo también poblaciones de otros Lepidoptera como Pyralidae, Crambidae y
Noctuidae.

Es importante mencionar que aunque el periodo de muestreo fue diferente entre
Colombia y Ecuador (en el primero se hizo durante un afio y en el segundo durante tres
meses). La capacidad de atraccion de la feromona sexual fue mas alta en Colombia que
en Ecuador. En un mes la feromona Neolegantol® puede atraer 17 veces mas machos
en Colombia que en Ecuador en cultivos de S. quitoense ubicados en bosque muy
hamedo premontano (bmh-PM) donde pueden obtenerse entre 65 y 7.2
generaciones/afio respectivamente (Potting y Diaz sin publicar). Estos resultados
sugieren que hay una adaptacion local de N. elegantalis a cada planta hospedera en un
determinado ambiente ecoldgico, ocasionando una variacion geografica en la
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comunicacion sexual de N. elegantalis asociada posiblemente a la variacion de la
concentracion de la feromona dentro de las poblaciones de esta misma especie

4.4.3 Genotipificaciéon de machos de N. elegantalis capturados en
trampas cebadas con Neolegantol®

La extraccion y amplificaciéon del ADN del gen mitocondrial CO1 produjo 657 pb de un
total de 44 individuos. El polimorfismo del ADN encontrado para este gen fue descrito por
los siguientes parametros: h = 18, m = 0.01319, Hd = 0.001319 Sd = 0.00258 S =4,y 0 =
0.01406; D Tajima = -0.2143, P > 0.01. Los 18 haplotipos estimados tuvieron las
siguientes frecuencias H1 (4/144); H2 (4/44); H3 y H8 (2/144); H4, H5, H7, H9, H13, H14,
H17, H18 (1/44), H6 (7/44), H10 (6/44), H12 (3/44). Estos haplotipos fueron agrupados en
tres grupos principales: el primero y tercero compuesto por individuos colectados en S.
betaceum y el segundo grupo por individuos muestreados en S. quitoense y S.
lycopersicum (Figura 4-2). Estos resultados demuestran que las poblaciones mas
cercanas genéticamente, y a su vez que pertenecen a una misma raza de N. elegantalis
se agruparon entre si, como es el caso de S. quitoense y S. lycopersicum vs la poblacion
de S. betaceum. Estos resultados ademas soportan los estudios previamente realizados
en esta especie realizados por Diaz-Montilla et al. (2013) y Diaz-Montilla et al. (2015)
donde los autores sugieren la evolucion de biotipos o razas en N. elegantalis en
Colombia.

Figura 4-2. Red de haplotipos obtenidos para Neoleucinodes elegantalis mostrando las
mutaciones de 18 haplotipos y los grupos producidos por planta hospedera

S. betaceum

S. quitoense

S. lycopersicum

S. betaceum
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4.5 Discusion

45.1. Variacion en el numero de capturas de machos de
Neoleucinodes elegantalis usando las  feromonas
Neolegantol ® y P228 en un cultivo de S. quitoense en
Colombia

En general, en este trabajo se encontré6 que hubo un mayor nimero de machos de N.
elegantalis atraidos por la feromona Neolegantol ® que por la feromona P228. Estas
diferencias deben estar relacionadas con la composicién de estas feromonas sintéticas.
Neolegantol ® se produjo de acuerdo a los estudios de la atraccién de la feromona
sexual hechos por Jaffe et al. (2007), donde los autores determinaron que la composicion
quimica (E-11 Hexadecenol + 5% de tricosatriene) de la feromona fue més importante
para la atraccion de los machos de N. elegantalis que la concentracion de la misma. Esta
composicion produjo en los machos un estimulo “super normal” al generado por la
feromona sexual natural emitida por las hembras virgenes. En experimentos de campo,
en cultivos de S. lycopersicum, usando Neolegantol ® con la composicion descrita, se
capturaron 60 veces mas machos de N. elegantalis al compararse con el potencial de
atraccion de la feromona natural de las hembras virgenes y el de una feromona sintética
reconstruida a partir de la segregacion de las glandulas en las hembras de N. elegantalis
(Jaffe et al. 2007).

De otro lado, la feromona P228 fue sintetizada de acuerdo al estudio hecho por Badji et
al. (2003) donde los resultados fueron soportados por el efecto en la neurona sensorial
en las antenas de los insectos, el cual fue registrado en un electroantenograma y mostré
gue los machos de N. elegantalis fueron mas atraidos al componente (E)-11-hexadecenol
(E11-16:0H). Este es el primer trabajo donde se evalu6 la capacidad de atraccion de
esta feromona en condiciones de campo en un cultivo de S. quitoense, se requiere
estudiar su especificidad para otros cultivos solanaceos y en otros ambientes ecoldgicos.

45.2 Variacion en el numero de capturas de machos de
Neoleucinodes elegantalis usando la feromona Neolegantol
® en cultivos solanaceos en Colombia y Ecuador

Las diferencias en el nimero de machos de N. elegantalis capturados por la feromona
Neolegantol ® entre Colombia y Ecuador se pueden explicar por diferentes razones:
Primero, por las diferencias de adaptacion local (Jurenka 2004). En Colombia N.
elegantalis, se adapta a seis zonas de vida de Holdridge, correspondientes a: bosque
seco tropical (bs-T), bosque seco premontano (bs-PM), bosque humedo premontano (bh-
PM), bosque muy humedo premontano (bmh-PM), bosque himedo montano bajo (bmh-
MB) y bosque muy humedo montano bajo (bmh-MB) (Diaz et al. 2011), demostrando que
N. elegantalis tiene un amplio rango de adaptacion de (0-2600 m.s.n.m.). Asimismo, en
Ecuador, este insecto, se ha registrado en bosque seco premontano (bs-PM), bosque
hamedo tropical (bh-T), bosque humedo premontano (bh-PM), bosque muy humedo
premontano (bmh-PM) y bosque pluvial premontano (bp-PM) (Fontagro 2014). Existe un
amplio gradiente ambiental en estas zonas de vida, por la variacién en la temperatura, la
altitud, la humedad, la radiacién, los volatiles de la planta hospedera en cada ambiente o
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las sefiales olfativas intraespecificas que pueden influenciar la variacion en las sefales
de comunicacion sexual dentro de las poblaciones de N. elegantalis.

Adicionalmente, se encontraron evidencias que apoyan la idea de que las poblaciones de
N. elegantalis presentan aislamiento por distancia. En un estudio reciente, realizado por
Diaz et al. 2015 (en preparacion) se comprobé que hubo una correlaciéon positiva entre
las distancias genéticas (Fst) con las distancias geograficas (km) entre poblaciones de N.
elegantalis de Argentina, Brasil, Colombia, Ecuador, Honduras y Venezuela. En este
trabajo se encontré ademas que las poblaciones estuvieron genéticamente estructuradas
(Fst=0.73). Esto corrobora la idea de que la adaptacién local juega un papel importante
en la diferenciacion intraespecifica entre poblaciones de N. elegantalis en diferentes
habitats. Se espera que la composicion y la concentracion de la feromona sexual sean
diferente entre poblaciones de diferentes ambientes geograficos.

Un caso importante de adaptacién local fue reportado por Klun et al. (1975) en O.
nubilalis. Esta especie ha divergido en dos razas, la raza Z ampliamente distribuida
alrededor del mundo y la raza E que se localiza principalmente en ltalia. La raza Z tiene
una mezcla de tetradecenil acetato en una proporcion de 97:3 de (2)-11y (E)-11 (Z11-14:
Ac y E11-14:Ac). En la raza E la proporcién de la mezcla de tetradecenil acetato es de
4:96 de Z11y E11-14:Ac (Klun et al. 1975). Las diferencias en la composicién de la
feromona ha generado respuestas diferentes, dado que los machos de cada raza
responden especificamente a la mezcla de feromona producida por las hembras
conspecificas (Wanner et al. 2010). Asimismo, Jaffe et al (2007) considera que la
dispersion local y la amplia distribucion geogréfica de N. elegantalis ocasionan una alta
variacion en la proporcién de los componentes quimicos de la feromona sexual (Z: E)
(CV: 184%) en comparacién con otras especies de Lepidoptera

Por otro lado, en este trabajo se encontrdé una fuerte asociacion a la planta hospedera.
En Colombia la feromona Neolegantol ® tuvo mayor poder de atraccion en cultivos de S.
lycopersicum; los machos de N. elegantalis de S. lycopersicum fueron mas atraidos por
la feromona de su propia poblacién independientemente de su origen geogréfico, dado
que Neolegantol ® se obtuvo a partir de poblaciones venezolanas de N. elegantalis de S.
lycopersicum. Ciertos insectos adquieren compuestos de la planta hospedera y los
utilizan como feromonas sexuales o precursores de éstas (Landolt y Pillips 1997). Es
probable que en N. elegantalis los precursores de las feromonas sexuales que son
especie especificos sean tomados de las plantas hospederas con las que se relaciona
cada poblacion del insecto. En otras especies de Lepidoptera, como Utetheisa ornatrix
(Arctiidae), los machos producen una feromona de cortejo, llamada “hidroxydanaidal’ que
se deriva del alcaloide pirolizidina generado por su planta hospedera (la cual pertenece al
género Crotalaria). La larva de esta polilla ingiere los alcaloides durante los primeros
instares larvales y se promueve la sintesis de la feromona en el estado adulto (Conner et
al. 1990).

En Colombia, las poblaciones de N. elegantalis estdn genéticamente diferenciadas en
cuatro haplotipos asociados con plantas solanaceas hospederas especificas,
vislumbrandose que esta especie ha evolucionado en razas hospederas o biotipos (Diaz-
Montilla et al. 2013). Ademas, Diaz-Montilla et al. (2015), encontraron que en Colombia el
tamafo de la genitalia de las hembras de N. elegantalis se correlacioné con el tamafio
del fruto hospedero (por ejemplo hembras con tamafio de genitalia grande se originaron
de frutos grandes y las que tienen genitalia pequefa de frutos pequefios) en este estudio
también se soporta la idea de la evolucion de raza hospedera en este insecto.
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Ultimamente se comprobd que entre las poblaciones de N. elegantalis se present6
apareamiento asociativo como mecanismo de aislamiento precigético tipo
comportamental y que hubo aislamiento postcigético (inviabilidad F1) entre el cruce de
hembras de S. lycopersicum x machos de S. betaceum y el cruce reciproco. Estos
resultados afiaden mas evidencias de la evolucion de este insecto en razas hospederas o
biotipos en N. elegantalis (Diaz Montilla et al. 2015 en preparacién) ya que sugieren que
estas razas deben obtener de sus plantas hospederas los precursores para producir sus
feromonas sexuales especificas para atraer machos homotipicos (machos que
pertenecen a la misma poblacion o raza).

En tercer lugar, debido a que las feromonas sexuales producidas por las hembras de
algunas especies de insectos, pueden ser reconocidas como kairomonas por otras
especies (por ejemplo parasitoides y depredadores) (Nation 2002). Las hembras de N.
elegantalis de diferentes razas o biotipos podrian liberar sus feromonas sexuales para
atraer tanto a los machos homotipicos y simultineamente a sus enemigos naturales.
Diaz y Brochero (2012), encontraron que la diversidad de enemigos naturales de N.
elegantalis dependen tanto de la planta hospedera como del ambiente ecoldgico donde
éstas son cultivadas. Es posible que los enemigos naturales de N. elegantalis sean
diferentes en cada planta hospedera debido a que ellos pueden reconocer la feromona
producida por las hembras de N. elegantalis en cada cultivo.

Diferentes estudios sobre las fuerzas evolutivas que promueven la variabilidad en la
composicion gquimica de las feromonas sexuales, han demostrado que tanto los
parasitoides como los depredadores inducen la modificacion en la composicion de los
semioquimicos liberados por los insectos hospederos (Nation 2002). Por ejemplo, la
feromona sexual de Dendroctonus frontalis (Coleoptera: Curculionidae) (gorgojo
descortezador del pino), no Unicamente atrae una pareja potencial del insecto plaga, si
no que puede atraer a su depredador Thanasimus dubius (Fabricius) (Coleoptera:
Cleridae) (Miller et al. 1997).

Por otra parte, se encontr6 que en Colombia a mayor altitud (m.s.n.m) las capturas de
machos de N. elegantalis en las trampas con Neolegantol ® se disminuyeron
significativamente, debido posiblemente a que el nimero de generaciones por afio es
menor a mayor altura. Se calcularon entre 4.8 a 3.9 generaciones/afio a 1950 y 2200
m.s.n.m respectivamente. Mientras que en alturas medias (1601-1950 m.s.n.m) el
namero de generaciones/afio fue mas grande (6 a 4.8). En un estudio similar Arnal et al.
(2006) Mostré que a 1270 m.s.n.m el numero promedio de machos de N. elegantalis
capturados/trampa/semana fue de 5.7 adultos, a 1670 m.s.n.m. el nimero promedio fue
de 2.98 machos/trampa/semana y a 1860 m.s.n.m. el nimero promedio fue de 0.97
machos/trampa/semana en cultivos de S. betaceum sembrados en los estados de
Miranda y Aragua, Venezuela usando trampas artesanales (EUGO-TCC-2000) cebadas
con Neolegantol ® (Arnal et al. 2006).

Con referencia a lo anterior, hay cultivos de S. betaceum y S. lycopersicum entre 1951 a
2200 m.sn.m. donde el dafio por N. elegantalis y el nimero de machos capturados no es
significativo en Colombia. En Ecuador N. elegantalis no se presenté en S. lycopersicum
y las capturas y el nivel de dafio no fueron representativos en S. betaceum. Estos
resultados indican que hay areas en Colombia y Ecuador que pueden ser usadas para la
produccion y exportacién de estas especies solanaceas, dado que N. elegantalis no
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representa un riesgo para la comercializacién de estas frutas, especialmente para los
mercados de Estados Unidos.

Con respecto a las capturas de machos realizadas en los ambientes silvestres en
Colombia y Ecuador, en este trabajo se encontré que la feromona Neolegantol ®. no
atrajo machos de N. elegantalis en las trampas cebadas con esta feromona. Estos
resultados sugieren que la feromona sexual atrajo machos Unicamente cuando las
trampas fueron ubicadas cerca a los cultivos de solandceas hospederas. Deng et al.
(2004) argumentan que algunos volatiles de las plantas hospederas mejoran la
orientacion de los machos a la fuente de feromona sexual sinergizando la atraccion de
los machos hacia la feromona emitida por las hembras (Yang et al. 2004).

El olor de la planta hospedera puede mejorar la respuesta a la feromona sexual, esto fue
observado en los machos del gusano del maiz (Helicoverpa zea) capturados en las
trampas con la feromona cuando éstas fueron colocadas cerca de cultivos de maiz en
plena floracion femenina (Light et al. 1993) ya que los autores de este trabajo
encontraron un mayor numero de machos capturados en las cercanias de sus
hospederos. Ademas, ellos encontraron que se aumentaron las capturas cuando la
feromona sexual se mezcld con dos volatiles quimicos del maiz (Z-3-hexenyl acetate y Z-
3-hexen-1-ol), en comparacion con el menor niamero de capturas Unicamente con la
feromona sexual. En este escenario parece que los semioquimicos de S. lycopersicum y
S. quitoense incrementaron el mayor numero de capturas usando la feromona
Neolegantol® en Colombia y en Ecuador particularmente en S. quitoense.

Al mismo tiempo la feromona Neolegantol ® no fue especifica o selectiva para N.
elegantalis y atrajo especies no objetivo de diferentes familias de Lepidoptera y especies
cripticas como E. conifrons y N. disolvens las cuales por su apariencia morfolégica son
indistinguibles de N. elegantalis y podrian elevar los conteos en las trampas con
feromona, como pasa con Leucania phragmatidicola, una especie morfologicamente
idéntica a S. frugiperda (Noctuidae) y también es atraida por la feromona comercial de S.
frugiperda en cultivos de maiz (Zea mays L) (Harding y Fleischer 2000). Un aspecto
positivo respecto a las capturas inesperadas o0 accidentales cuando se evallan las
feromonas sexuales, es que pueden identificar nuevas especies (plagas o especies en
peligro de extincién) y avanzar en estudios sobre diversidad (Kelly et al. 2013). Una
posible causa para que una feromona atraiga diferentes especies es debido a que los
componentes quimicos en la feromona sexual son comunes en muchas especies de
Lepidoptera por lo que su capacidad de atraccion es amplia (Hrudova 2003).

4.5.3 Genotipificacion de machos de N. elegantalis capturados en
trampas cebadas con Neolegantol®

En 2013, Diaz-Montilla et al. (2013), demostraron que en Colombia las poblaciones de N.
elegantalis se encuentran genéticamente diferenciadas al secuenciar 103 individuos de
diferentes solanadceas hospederas. En ese estudio los autores sugieren que esa
diferenciacion fue debida a la asociacion a la planta hospedera.

Posteriormente, Diaz-Montilla et al. (2015) encontraron que la variabilidad en el tamafio
de la genitalia femenina de N. elegantalis se correlaciono directamente con el tamafio del
fruto que hospeda al insecto en estado larval. En este trabajo se diferenciaron cuatro
grupos: 1) S. aceriflolium (con el tamafio méas pequefio de la genitalia 1.97 mm?); 2) S.
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quitoense, S. lycopersicum, C. annuum y S. hirtum (genitalia mediana 2.25 mm?); 3) S.
atroporpureum; (genitalia intermedia 2.48 mm?), 4) S. melongena, S. crinitum y S.
betaceum (genitalia grande 2.58 mm?).

Recientemente, los resultados obtenidos en el capitulo Il. muestran que hubo un bajo
nimero de coépulas entre individuos 9S. lycopersicum vs. dS. betaceum, indicando
posiblemente una reduccién en el flujo de genes entre estas dos poblaciones de N.
elegantalis asociado probablemente a la diferencia en el tamafio de la genitalia. Mientras
que en el entrecruzamiento 2S. quitoense vs. JS. lycopersicum la copula fue exitosa
probablemente por el acople genital relacionado con el tamafio mediano en la genitalia.
Este dltimo estudio coincide con los resultados obtenidos en las investigaciones
anteriores debido a que la red haplotipica agrupo individuos de N. elegantalis colectados
de S. lycopersicum y S. quitoense separados de los individuos colectados de S.
betaceum. Los individuos obtenidos de S. lycopersicum y S. quitoense fueron altamente
atraidos por Neolegantol ® y por lo tanto, deben producir feromonas con una
composicion o proporciones similares de los componentes de la feromona sexual
generada por sus hembras. Dado que estos individuos muestran un tamafo de genitalia
mediana, estos resultados sugieren que las razas de N. elegantalis podrian estar
divergiendo en la composicion de la feromona sexual y que esta es homotipica.

Resultados similares fueron observados en otro Crambidae, D. saccharalis, donde el
principal componente de la feromona sexual es el (9Z, 11E)- hexadecadienal y (Z11)-
hexadecenal. Se observaron tres proporciones diferentes de estos componentes: (9:1)
para las poblaciones de Sao Pablo, Parand y Pernanbuco (Brasil); (6:1) para una
poblacion colombiana y (3:1) para la poblacion de Mato Gorosso (Brasil). Estas
diferencias en la composicion de la feromona entre paises fue también encontrada en la
diferenciacién genética estimada en 11 haplotipos obtenidos al secuenciar el gen
Citocromo oxidasa Il, lo que sugiere que esta especie estd divergiendo en razas
separadas en base a su diferenciacion en la proporcion de los componentes de la
feromona sexual (Palacio-Cortez et al. 2010).

Finalmente, los resultados del presente trabajo muestran evidencias sobre el mecanismo
de aislamiento precigético de tipo quimico en las poblaciones de N. elegantalis. Se
encontré que la feromona sintética Neolegantol ® obtenida en Venezuela de hembras de
N. elegantalis de S. lycoperesicum, atrajo en Colombia un nimero mayor de machos
homotipicos (machos que pertenecen a la misma poblacién o raza). Se comprobd que
esta feromona sintética tuvo efecto local ya que en Colombia atrajo 17 veces mas
machos de N. elegantalis que en Ecuador en cultivos de S. quitoense. La presentacion
comercial Neolegantol ® cuya composicion es (E-hexadecenol + 5% tricosatriene) atrajo
11 veces méas machos de N. elegantalis que la feromona P228 cuya Unico componente
es el E-hexadecenol en un cultivo de S. quitoense.

Se requieren mas estudios para determinar si las razas hospederas de N. elegantalis
difieren en la composicion y la concentracion de la feromona sexual, si los mecanismos
de seleccion de pareja estdn siendo modulados por esta feromona sexual y la
composicion quimica mas adecuada de la feromona para cada cultivo, que asegure
mayores capturas de machos en las trampas. Esto con el fin de entender la biologia
evolutiva de estas razas hospederas de N. elegantalis y mejorar las estrategias de
seguimiento y control de esta plaga en los distintos cultivos solanaceos.
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5. Conclusiones y recomendaciones

5.1 Conclusiones

Capitulo 1. Filogenia del género Neoleucinodes (Lepidoptera:
Crambidae) basada en evidencias moleculares y morfoldgicas

La utilizacion de atributos morfoldgicos y moleculares (gen Citocromo Oxidasa 1)
sirvieron para identificar confiablemente las especies de Neoleucinodes: N. elegantalis,
N. imperialis, N. prophetica, N. torvis, N. silvaniae, N. alegralis, Neoleucinodes n sp.1
(Ecuador), Neoleucinodes n sp.2 (Costa Rica), y los taxa Euleucinodes conifrons y
Leucinodes orbonalis.

Segun el distanciamiento genético de Kimura dos parametros (K2P), las especies N.
imperialis, N. prophetica, N. alegralis, Neoleucinodes n sp.2 (Costa Rica), L. orbonalis y
E. conifrons (Colombia y Costa Rica) se consideran especies hermanas de N.
elegantalis.

Las distancias genéticas (K2P) indican que la especie de Neoleucinodes n spl.
(Ecuador) de Physalis lagascae Roem. & Schult puede ser una subespecie o
semiespecie de N. elegantalis

El distanciamiento genético (K2P) de N. silvaniae muestra que esta especie es una
semiespecie de N. elegantalis.

La filogenia morfolégica muestra que E. conifrons, L. orbonalis y las especies de
Neoleucinodes de Sur América (N. elegantalis, N. imperialis, N. prophetica, N. torvis, N.
silvaniae, Neoleucinodes n sp.1 (Ecuador)) conforman un mismo grupo natural definido
por las siguientes sinapomorfias putativas: caracteres y estados: Dimorfismo sexual en
longitud del tercer palpomero labial (presente); coloracion del escapo antenal de los
machos (blanquecino); parche medio de las alas posteriores (evidente, grande); apice de
la valva (redondeada); presencia del gnatos (ausente) y forma del praecinctorium
(bilobulado). La no inclusion de E. conifrons y L. orbonalis en un mismo género junto con
las especies de Neoleucinodes haria de éste un grupo parafiletico.

Se propone la siguiente filogenia morfoldgica: Grupo orbonalis (L. conifrons, L. imperialis,
L. orbonalis L. torvis). Sin grupos asignados: L. elegantalis, L. prophetica, L. silvaniae, L.
especie nueva Ecuador.

Se encontré congruencia entre las historias evolutivas de los taxa estudiados con sus
plantas hospederas. En este sentido y desde el punto de vista agronémico, hay linajes
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dentro de los taxa estudiados que se relacionan mas con solanaceas filogenéticamente
cercanas como el clado L. orbonalis, N. imperialis y N. torivs que se asocia a especies
del género Solanum especificamente a plantas del subgénero Leptostemonum
(solan&ceas con espinas). Para Colombia este grupo de insectos representaria un riesgo
para en cultivos como el lulo (S. quitoense), la cocona (S. sessiliflorum), el lulo del
pacifico (S. pseudolulo) y la berenjena (S. melongena). N. elegantalis se adapta a
diferentes ambientes, se distribuye en varios paises del Neotrépico y el rango de
solanaceas hospederas es bastante amplio, se alimenta de plantas del género Solanum
(subgéneros Leptostemonum, Brevantherum, Geminata, Cyphomandra y Potato) y del
género Capsicum por estas razones es una especie invasiva y podria ser mas importante
desde el punto de vista agrondmico. La especie Neoleucinodes n. spl (Ecuador)
colectada en Physalis lagascae, es una especie que esta en proceso de descripcion, se
registré por primera vez en la Provincia de El Carchi, Ecuador, no se conoce muy bien ni
su distribucion geogréfica, ni el rango de hospederos, se asume por lo tanto, que su
herbivora se asociaria mas a solanaceas del género Physalis.

Capitulo 2 Mecanismos de aislamiento precigotico y poscigotico
en poblaciones de Neoleucinodes elegantalis (Lepidoptera:
Crambidae) de Solanum quitoense Lam. (Lulo), Solanum
betaceum Cav. (Tomate de arbol) y Solanum lycopersicum Lam.
(Tomate).

En general las hembras de N. elegantalis copularon tanto en los entrecruzamientos
intrapoblacionales e interpoblacionales. Las poblaciones de N. elegantalis de S.
guitoense, S. betaceum y S. lycopersicum mostraron una tendencia hacia el
apareamiento asociativo (aislamiento precigético tipo comportamental) debido a que
fueron més frecuentes los cruzamientos de las parejas provenientes del mismo cultivo
(cruces homotipicos) en comparacion con los cruces de parejas que se originaron de
cultivos diferentes (cruces heterotipicos) donde las copulas con trasferencia de
espermatoforo fueron reducidas.

N. elegantalis tuvo éxito reproductivo nicamente en el cruce homotipico (9S.q x 3S.q) y
en el cruce heterotipico (2 S.q x & S.b) y su linea reciproca (¢ S.b x & S.q) en los cuales
la progenie se desarrollé hasta el estado adulto del insecto. Esto demuestra que el cruce
mas exitoso se generd de cruces de poblaciones provenientes de lulo, las cuales
mostraron mejor adaptabilidad en el laboratorio.

La duracion del estado de pupa en las poblaciones parentales fue significativamente
diferente en machos y hembras en los tres hospederos S. quitoense, S. lycopersicum y
S. betaceum. La duracién mas larga ocurrié en S. quitoense (9: 10.98 y &: 11.40 dias)
seguida por S. betaceum (9: 10.91 y &: 10.87 dias) y finalmente S. lycopersicum (%:
10.17 y 4: 10.03 dias).

Las pupas mas pesadas en las poblaciones parentales fueron las procedentes de S.
betaceum (9 S.b: 0.06+0.009 gr), seguidas por S. quitoense (¢ S.g: 0.05 £ 0.01 gr; &
S.g: 0.04 +£0.009 gr) y finalmente S. lycopersicum (¢ S.I: 0.03+0.01 gr; & S.I: 0.03+0.005
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gr). Estos resultados demuestran que probablemente las pupas mas pesados provienen
de frutos mas grandes, y las menos pesadas de menos grandes.

Capitulo 3 Analisis de la genética de poblaciones de
Neoleucinodes elegantalis (Guenée) (Lepidoptera: Crambidae) en
Centro y Sur América con el uso de la secuenciacion del gen
mitocondrial de la Citocromo Oxidasa | (COl).

Las poblaciones de N. elegantalis de Centro y Sur América, estan genéticamente
estructuradas; esto clarifica en parte el efecto local de la feromona sexual, donde se
esperaria que la composicion y la concentracion de ésta sea diferente entre poblaciones
de estos paises.

Las poblaciones de N. elegantalis se encuentran aisladas por distancia, la diferenciacion
genética se dio por presentarse mayor similitud entre Argentina y Venezuela vs
Colombia, Ecuador y Honduras.

La Cordillera de los Andes actla como barrera de aislamiento en la especie.Segun el test
de Tajima-Nei, las poblaciones que han sufrido de expansion reciente son Brasil y
Ecuador, esto probablemente se deba a un efecto antropico. El andlisis mismatch
muestra que la especie se expandi6 (divergié) entre 338 mil 1.3 Ma.

En las poblaciones colombianas de N. elegantalis se estim6 un total de 25 haplotipos, de
los cuales, se generaron cuatro haplotipos conformados por un alto numero de
secuencias entre los que se encuentran los haplotipos H1, H2, H4 y H7.

Los haplotipos H2 y H7 de N elegantalis tienen un comportamiento generalista u eurioico
dado que tienen la habilidad para expandirse a diferentes habitats y aceptar como
hospederas una gran variedad de especies dentro de la familia solanacea.

Los haplotipos H1 y H2 fueron encontrados en las tres cordilleras (Central, Occidental y
Oriental). La distribucién del H4 es casi restringida a la cordillera Oriental en particular al
departamento de Norte de Santander, y la mayoria de los individuos pertenecientes al
haplotipo H7 fueron encontrados en las cordilleras Central y Occidental, en la zona
central cafetera que incluyen a los departamentos de Quindio, Risaralda, Caldas y Valle
del Cauca.

Los haplotipos H1, H2 y H4 son aparentemente simpatricos dado que fueron encontrados
en las cordilleras Central y Oriental del Colombia. El porcentaje de divergencia de estos
tres haplotipos fue < 0.5. El mas alto valor de distancia genética fue obtenido para el
haplotipo H7 con 1.9% divergencia.

El andlisis de neutralidad de Tajima-Nei indica que todas las areas muestreadas fueron
neutrales, mostrando que las poblaciones colombianas de N. elegantalis no estuvieron
bajo presién de seleccion, expansion reciente ni cuellos de botella.

Hubo una fuerte diferenciacion genética entre las poblaciones colombianas de N.
elegantalis debido a que el valor Fst fue altamente significativo entre individuos dentro de
cada departamento de Colombia. Estos resultados implican una reduccibn o no
existencia de flujo de genes entre las poblaciones de este insecto en Colombia.
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Los valores Fst pareados demuestran que hubo alta diferenciacién genética entre
departamentos que estan geograficamente separados que entre aquellos mas cercanos.
Para la mayoria de los haplotipos de las poblaciones colombianas de N. elegantalis, S.
quitoense fue el hospedero comun, parece que esta polilla tiene una fuerte asociacion
con esta planta hospedera comparada con las otras plantas solanaceas.

Hubo casos de haplotipos que utilizaron hospederos especificos. El haplotipo 6, fue
encontrado Unicamente en S. atropurpureum (Subgenero Leptostemonum, seccién
Acantophora), los haplotipos H13 y H20 en S. lycopersicum (subgénero Potatoe) y los
haplotipos H15 y H23 fueron encontrados en S. betaceum (subgénero Cyphomandra)

El valor del tamafio efectivo de la poblacion Ne estimado para N. elegantalis fue de 3176
individuos, un valor relativamente alto comparado con polillas plaga de habitos
monofagos como Tecia solanivora

Capitulo 4 Variacion en el numero de capturas de machos de
Neoleucinodes elegantalis (Lepidoptera: Crambidae) en cultivos
de solanéaceas, usando trampas cebadas con la feromona sexual
de distintas presentaciones comerciales

La Feromona Neolegantol ® ((E) -11-hexadecenol + 5% de tricosatriene) capturd 11
veces mas machos de N.elegantalis que la feromona P 228 ((E) -11-hexadecenol). Estos
resultados sugieren que la composicién quimica de las feromonas juega un rol importante
en la atraccion de los machos de N. elegantalis.

En Colombia el nimero de machos de N. elegantalis capturados por la feromona sexual
Neolegantol ® se asocia significativamente al cultivo solanadceo hospedero (S. quitoense,
S. betaceum y S. lycopersicum), a la altitud (m.s.n.m.) donde estos cultivos estuvieron
sembrados y a la interaccidn entre estas dos variables.

En S. lycopersicum el mayor nimero de capturas se obtuvo cuando los cultivos se
localizaron a una altura media (1601-1950 m.s.n.m), donde se registraron 899 adultos.
En los huertos de S. quitoense sembrados en alturas bajas (1200-1600 m.s.n.m) se
cuantificé el mayor nimero de machos (459.50) y en S. betaceum las capturas mas
grades (107 individuos) se realizaron en alturas medias (1601-1950 m.s.n.m).

En Colombia el poder de atraccion de la feromona sexual Neolegantol ® fue superior en
cultivos de S. lycopersicum, seguido de S. quitoense y finalmente S. betaceum, sin
embargo las capturas generaron valores promedios similares en los dos primeros
hospederos.

La capacidad de atraccion de la feromona sexual Neolegantol® fue mas alta en Colombia
gue en Ecuador. En un mes esta feromona puede atraer 17 veces mas machos en
Colombia que en Ecuador en cultivos de S. quitoense ubicados en bosque muy hiumedo
premontano (bmh-PM).

La red haplotipica agrupo individuos de N. elegantalis colectados de S. lycopersicum y S.
quitoense separados de los individuos colectados de S. betaceum. Los individuos
obtenidos de S. lycopersicum y S. quitoense fueron altamente atraidos por Neolegantol ®
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y por lo tanto, deben producir feromonas con una composicion o proporciones similares
de los componentes de la feromona sexual generada por sus hembras.

5.2 Recomendaciones

Para refinar las hip6tesis filogenéticas del género Neoleucinodes se requiere integrar un
ndmero mayor de especies con una mayor cantidad de caracteres morfolégicos con
datos etolégicos y ecolbégicos suficientes asi como el andlisis de genes tanto
mitocondriales como nucleares que puedan mostrar diferentes tasas de evolucion.

Profundizar en el tema de la ecologia quimica en las poblaciones de N. elegantalis y su
relacién con los factores climéaticos especialmente con la radiacion solar, con el fin de
verificar si, la siembra de lulo bajo sombra (sotobosque) desfavorece el éxito reproductivo
de N. elegantalis. El lulo es una especie de dias cortos exhibe su mayor desarrollo en
sitios sombreados esta condicion perjudicaria el potencial reproductivo de N. elegantalis.
En la practica se podria recomendar la siembra de lulo bajo sombra como estrategia de
control cultural.

Estudios posteriores deberian analizar la propensién al apareamiento que tienen los
machos, la preferencia de apareamiento, el efecto de la feromona sexual y otras
caracteristicas intrinsecas al aislamiento reproductivo, con el fin de dilucidar las causas
por las cuales se present6 apareamiento asociativo entre las poblaciones de N.
elegantalis.

Se requieren estudios para determinar si las razas hospederas de N. elegantalis difieren
en la composicién y la concentracion de la feromona sexual, si los mecanismos de
seleccion de pareja estan siendo modulados por esta feromona sexual y la composicion
guimica mas adecuada de la feromona para cada cultivo, que asegure mayores capturas
de machos en las trampas.
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A. Anexo: Datos de colecta y cdédigos para cada especimen
analizado en las pruebas moleculares usando el marcador

Citocromo Oxidasa uno CO1

Pais Provincia/Estado/Departamento Caédigo Hospedera Altitud Georreferencia Zona de vida
Holdridge
Localidad m.s.n.m
Ar_Oran_H1_S.| S 22°52'16"
Argentina Provincia de Salta, Oran Ar_Oran_HZ_S.| S. lycopersicum 340
Ar_Oran_H5_S.| W 64°21'48"
Ar_Oran_H6_S.|
Ar_Oran_M7_S.|
Br_MG_H8_S.ae S 20°45'14" bh-PM
Br MG_H9_ S.ae S. aethiopicum (subtropical)
Brasil Estado de Minas Gerais Municipio de | Br_MG_H10_S.ae 648 W 42°52'55"

Vicosa

Br_ MG_H12_S.ae

Br_MG_H11_S.ae

Br_MG_H13_ S.ae
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A Anexo: (Continuacién)
Pais Provincia/Estado/Departamento Cédigo Hospedera Altitud Georreferencia Zona de vida
Holdridge
Localidad m.s.n.m
Br MG_H14_ S.ae
Br MG_H15 S.ae
Br MG_H16_S.ae
Br MG_H17_S.ae
Br_MG_H18_ S.ae
Br_MG_M19_S.ae
S 20°45'14"
; | Br_MG_M20_ S.ae S. aethiopicum )
Brasil Estado de Minas  Gerais 648 W 42°52'55" bh-PM

Municipio de Vicosa

Br_ MG_M21_S.ae
Br_ MG_M22_S.ae
Br_ MG_M23_S.ae
Br MG_M24_S.ae
Br MG_M25_S.ae
Br_MG_M26_ S.ae

Br_MG_M27_S.ae

(subtropical)
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A Anexo: (Continuacién)
Pais Provincia/Estado/Departamento | Cédigo Hospedera Altitud Georreferencia Zona de vida
Holdridge
Localidad m.s.n.m
C_Ant_M1026_S.q
C_Ant_M1307_S.q
C_Ant_M1400_S.q
C_Ant_M1492_S.q
C_Ant_M1654_S.q
C_Ant_M1726_S.q
_ C_Ant_M1797_S.q . )
Colombia ?aer%?rztalgeg;\oda Cﬂ:dagntioquia, C_Ant_M1875_S.q S. quitoense 1845 NS 5’0.0 . o
: : W 75° 49’ 46.3

C_Ant_M1917_S.q
C_Ant_M256_S.q
C_Ant_M400_S.q
C_Ant_M453 S.q
C_Ant_M527_S.q
C_Ant_M601_S.q
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A Anexo: (Continuacién)
Pais Provincia/Estado/Departamento | Cédigo Hospedera Altitud Georreferencia Zona de vida
Holdridge
Localidad m.s.n.m
C_Ant_M703_S.q
C_Ant_M870_S.q
Colombia Departamento  de  Antioguia, C_Ant_ M911 _S.q _ N 5° 36’ 50.0” bmh-PM
Jardin, La Linda, La Clara S. quitoense 1845
' ' C_Ant_ M971_S.q W 75° 49 46.3”
C_Ant_M998_S.q
C_Ant_M737_S.q
Colombia Departamento  de  Antioquia, | C_Ant_M847_S.q N 5° 34’ 45.8”
Jardin, Quebrada bonita, El S. quitoense 2065 bmh-PM
inferno C_Ant_M931_S.q W 75° 48 03.1”
C_Ant_M708_S.q
Colombia Departamento de  Antioquia, | C_Ant_H86_S.q N 05°35' 38.3"
Jardin, Quebrada bonita, La S. quitoense 1938 bmh-PM
Cacerola C_Ant_H87_S.q W 75°48'41.1"
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A Anexo: (Continuacién)
Pais Provincia/Estado/Departamento | Cédigo Hospedera Altitud Georreferencia Zona de vida
Holdridge
Localidad m.s.n.m
C_Ant_M1467_S.b
C_Ant_M1620_S.b
Colombia | Departamento de  Antioquia. | = p miges Sb | S. betaceum 1945 bmh-PM
Jardin Serranias, La Tesalia - = -
C_Ant_M1829 S.b
C_Ant_M1932_S.b
Departamento de  Antioquia, | C_Ant H85 S.b S. betaceum 1999 N 05°35'01.1" bmh-PM
Colombia Jardin, Serranias, La Manuelita
C_Ant M91 _S.b W 75°49'27.8"
Departamento de Antioquia, El | C_Ant H94 S.b S. betaceum 1950 N 06°13' 19.0" bh-PM
Colombia Periol, La Piedra, El Porvenir
W 75°10'42.9"
Departamento de Antioquia, El | C_Ant M853_S.b S. betaceum 2155 N 6° 15’ 40.5” bmh-PM
Colombia Pefiol, Santa Inés
C_Ant_M897_S.b W 75° 16’ 28.1”
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A Anexo: (Continuacién)
Pais Provincia/Estado/Departamento | Cédigo Hospedera Altitud Georreferencia Zona de vida
Holdridge
Localidad m.s.n.m
C_Ant_M682_S.b
C_Ant_M1122 S.b
P N 6° 28’ 54.7”
Colombia geﬁf”gmr‘;i”rfo E?(?:z Antioquia, | ~ At M113_S.b S. betaceum 2048 bmh- PM
anto Domingo, ayo W 75° 07’ 68.9"
C_Ant_M858_S.b
C_Ant_M903_S.b
C_Ant_M1058_S.|
L C_Ant_M1475 Sl N 6° 15 30.2"
Colombia Eegalrtasmﬁpt?n ,de LArglogrLi“?’ El S. lycopersicum 2186 bmh-PM
enol, santa Ines, La t>abriela C_Ant_M1763_S.| W 75° 16’ 23.4”
C_Ant_M1989_S.|
Departamento de Boyacd, | C_Boy M02_S.q S. quitoense 2000 N 5°29'45.916" bs-PM
Colombia Buenavista, Patifio
W 73°57'6.744"
Departamento de Boyaca, | C_Boy HO03 S.q S. quitoense 1984 N 5°31'00" bs-PM
Colombia Buenavista, Dominguito
C_Boy_M04_S.q W 73°57'00"
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A Anexo: (Continuacion)
Pais Provincia/Estado/Departamento | Cédigo Hospedera Altitud Georreferencia Zona de vida
Holdridge
Localidad m.s.n.m
Colombia Departamento de Boyaca, | C_Boy HO5 S.q S. quitoense 1530 N 4°58'20.2" bmh-PM
Guayata, Guavita
W 70°28'43.5"
Colombia Departamento de Caldas, | C_Cal_H58_S.l S. lycopersicum 1580 N 05°00'42.3" bmh-PM
Palestina, La Parroquia
C_Cal_M64_s. W 75°37'52.9"
Colombia Departamento de Caldas, | C_Cal_M61_S.I S. lycopersicum 1752 N 05°15'22.8" bmh-PM
Anserma, San Pedro
C_Cal_H67_S.l W 75°47'50.5"
Colombia Departamento de Caldas, | C_Cal_M63_S.I S. lycopersicum 1502 N 05°3'24.3" bmh-PM
Manizales, San Peregrino
W 75°34'44.1"
Colombia Departamento de Caldas, | C_Cal_M290_S.I S. lycopersicum 1263 N 05° 01’ 40,4” bmh-PM
Manizales, El Rosario
C_Cal_M300_sS.I W 75° 34’ 59,7”
Colombia Departamento de Caldas, | C_Cal_H59 S.q S. quitoense 1887 N 05°15'19.5" bmh-PM
Anserma, Palo Blanco Alto
W 75°46'08.1"
Colombia Departamento de Caldas, | C_Cal M62_S.b S. betaceum 1927 N 05°14'54.3" bmh-PM

Anserma, Palo Blanco Alto

W 75°45'55.0"
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Aspectos ecoldgicos y evolutivos del perforador del fruto Neoleucinodes elegantalis (Guenée)
(Lepidoptera: Crambidae). Un enfoque para orientar las estrategias de manejo en cultivos de solanaceas

A Anexo: (Continuacion)
Pais Provincia/Estado/Departamento | Cédigo Hospedera Altitud Georreferencia Zona de vida
Holdridge
Localidad m.s.n.m
Pais Provincia/Estado/Departamento | Cédigo Hospedera Altitud Georreferencia Zona de vida
Holdridge
Localidad m.s.n.m
Colombia Departamento de Caldas, | C_Cal H68_S.b S. betaceum 1928 N 05°14'54.3" bmh-PM
Anserma, Palo Blanco Alto
W 75°45'55.0"
Colombia Departamento de Caldas, Villa | C_Cal H60_S.b S. betaceum 2070 N 05°1'56.5" bmh-MB
Maria, Tejares, Bachué
W 75°30'58.6"
Colombia Departamento del Cauca, Inza, | C_Cauc _H119 S.b S. betaceum 2177 N 02°28'21,5”
Belén bmh-MB
C_Cauc_H120_S.b W 076°01'11,5”
C_Cauc_M121 S.q
C_Cauc_M122 _S.q
C_Cauc_H123 S.q N 02°31°24,5”
Colombia Departamento del Cauca, Inza, S. quitoense 1651 bmh-MB

Pedregal

C_Cauc_H124 S.q
C_Cauc_H125 S.q
C_Cauc_M126_S.q

W 076°00°00,1”
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A Anexo: (Continuacién)
Pais Provincia/Estado/Departamento | Cédigo Hospedera Altitud Georreferencia Zona de vida
Holdridge
Localidad m.s.n.m
C_Cauc_M127_S.q
C_Cauc_M128 S.q N 02°31°24,5”
Colombia Begartarlnento del Cauca, Inza, S. quitoense 1651 bmh-MB
edrega C_Cauc_H129 S.q W 076°00°00,1"
C_Cauc_H130_S.q
_ Departamento del Cesar, C_Cesar_M27_S.| S. lycopersicum 1240 N 8°21'58.807" bh-PM
Colombia G sles. El Chami
onzales, amizo C_Cesar_H28_S.I W 73°20'50.535"
Departamento de Cundinamarca, | C_Cund_HO08 S.q S. quitoense 1693 N 4°23'4.1" bh-PM
Colombia Silvania, San Luis bajo
W 74°37'46.3"
Departamento de Cundinamarca, | C_Cund_M17_S.q S. quitoense 2200 N 4°9'4.822" bh-MB
Colombia San Bernardo, Pirineos bajos,
Buenavista W 74°25' 36.319"
Departamento de Cundinamarca, | C_Cund_M47_S.q S. quitoense 2200 N 4°32'24.685" bh-MB
Colombia Mesitas del Colegio, La Victoria,
La Pitala W 74°24'51.543"
Departamento de Cundinamarca, | C_Cund_H06_S.I S. lycopersicum 1400 N 4°18'57.330" bh-PM
Colombia Fusagasuga, Espinalito, La

Poderosa

C_Cund_M07_S.I

W 74°25'4.173"
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Aspectos ecoldgicos y evolutivos del perforador del fruto Neoleucinodes elegantalis (Guenée)
(Lepidoptera: Crambidae). Un enfoque para orientar las estrategias de manejo en cultivos de solanaceas

A Anexo: (Continuacién)
Pais Provincia/Estado/Departamento | Cédigo Hospedera Altitud Georreferencia Zona de vida
Holdridge

Localidad m.s.n.m

Departamento de Cundinamarca, | C_Cund_H22 S.| S. lycopersicum 1600 N 04°20'57,8” bh-PM
Colombia Fusagasuga, La Isla, El

Recuerdo, W 74°24°5,8"

Departamento de Cundinamarca, | C_Cund_H20_S.a S. atroporpureum | 1642 N 4°42'15.2" bh-PM
Colombia Silvania, San Luis bajo, Villa,

Gloria W 74°37'6.41"

Departamento de Cundinamarca, | C_Cund_M170_S.b | S. betaceum 2200 N 04°25'28,07” bh-PM
Colombia Silvania, Victoria Alta,

W 74°21°27,02"

Departamento de Cundinamarca, | C_Cund_M23 S.b S. betaceum 2000 N 4°24'32.726" bh-PM

Colombia Silvania, Santa Rita, Las Brisas
C_Cund_H24 S.b W 74°21'39.975"

Departamento de Huila, Gigante, | C_Huila_M90_S.I S. lycopersicum 1393 N 02°20' 23.1" bh-PM

Colombia Bajo Corozal
W 75°31'00.8"

Departamento de Huila, Gigante, | C_Huila_H95_S.I S. lycopersicum 1394 N 02°20' 23.1" bh-PM

Colombia Bajo Corozal

W 75°31'00.8"
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A Anexo: (Continuacién)
Pais Provincia/Estado/Departamento | Cédigo Hospedera Altitud Georreferencia Zona de vida
Holdridge
Localidad m.s.n.m
Departamento de Huila, Garzén, | C_Huila_H92_ S.q S. quitoense 1569 N 02°10' 51.7" bh-PM
Colombia Fatima
C_Huila_M93_S.q W 75°33'48.9"
Departamento de Huila, Gigante, | C_Huila_H88_S.q S. quitoense 1531 N 02°18' 36.0" bh-PM
Colombia Tres Esquinas, La Ondina
C_Huila_M89_S.q W 75°30'33.6"
Departamento del Magdalena, | C_Mlena_H48_S.| S. lycopersicum 1037 N 11°07'27.9" bh-PM
Colombia Santa Marta, Minca, El Campano,
La Victoria W 74°05'54.6"
Departamento del Magdalena, | C_Mlena_M49 _S.q S. quitoense 1669 N 11°11'12.1" bh-PM
Colombia Santa Marta, San Isidro, La
Sirena C_Mlena_H50_S.q W 74°00'33.0"
Departamento de Narifio, San | C_Nar_M116_S.q
Pedro de Cartago
C_Nar_H117_S.q N 01° 34'0"
Colombia S. quitoense 2320 bh-PM
C_Nar_H118 S.q W 077°7'0"

C_Nar_H18_S.q
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Aspectos ecoldgicos y evolutivos del perforador del fruto Neoleucinodes elegantalis (Guenée)
(Lepidoptera: Crambidae). Un enfoque para orientar las estrategias de manejo en cultivos de solanaceas

A Anexo: (Continuacion)
Pais Provincia/Estado/Departamento | Cédigo Hospedera Altitud Georreferencia Zona de vida
Holdridge
Localidad m.s.n.m
Departamento de Norte de | C_NStde H39 S. S. lycopersicum 1400 N 8°5'39.505" bh-PM
Colombia Santander, Abrego, Los Pifitos
C_NStde_M40_S.I W 73°14'17.986"
Departamento de Norte de | C_NStde M41 S. S. lycopersicum 1390 N 8°4'37.948" bh-PM
Colombia Santander, Abrego, Llano Alto
W 73°12'39.900"
Departamento de Norte de | C_NStde H31 S.q S. quitoense 1770 N 7°15'51.5" bh-PM
Colombia Santander, Pamplona, La Unién,
La Morena C_NStde_M32_S.q W 72°34'40.0"
Departamento de Norte de | C_NStde H34 S.q S. quitoense 1200 N 8°24'18.718" bh-PM
Colombia Santander, Ocafa, Llano Verde,
Piedra gorda W 73°20'27.393"
Departamento de Norte de | C_NStde M45 S.q S. quitoense 1202 N 8°14'15" bh-PM
Colombia Santander, Ocafa, Llano Verde,
Piedra gorda W 73°21'26"
Departamento de Norte de | C_NStde_H35_S.q S. quitoense 2263 N 7°10'12.9" bh-MB
Colombia Santander, Silos, Cherqueta, La
Vega C_NStde_M36_S.q W 72°44'31.5"
Departamento  del  Quindio, | C_Qdio_M57_S.b S. betaceum 1751 N 04°41'54.7" bmh-PM
Colombia Filandia, La Julia, Las Delicias

W 75°40'57.5"
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A Anexo: (Continuacién)
Pais Provincia/Estado/Departamento | Cédigo Hospedera Altitud Georreferencia Zona de vida
Holdridge

Localidad m.s.n.m

Departamento del Quindio, Pijao, | C_Qdio_M54 S.q S. quitoense 1785 N 04°20'07.9" bmh-PM
Colombia La Playa, El Billar.

W 75°42'44.2"

Departamento de Risaralda, | C_Risa_H55 S.b S. betaceum 1744 N 04°51'17.0" bmh-PM
Colombia Dosquebradas, La Fria, Las

Veraneras W 75°42'34.7"

Departamento de  Risaralda, N 04°51'17.0"
Colombia Dosquebradas, La Fria, Las | C_Risa_M75 S.b S. betaceum 1745 bmh-PM

Veraneras W 75°42'34.7"

Departamento de Risaralda, | C_Risa_M318 S.q N 04° 56’ 09,1”

Santa Rosa de Cabal, San
Colombia Andrés, Los Alpes C_Risa_M276_S.q S. quitoense 1521 W 75° 36’ 48,8” bmh-PM

C_Risa_M346_S.q

Departamento de Risaralda, | C_Risa_H56_S.q S. quitoense 1760 N 04°51'18.0" bmh-PM
Colombia Dosquebradas, La Fria, Las

Veraneras. W 75°42'37.5"

Departamento de Risaralda, | C_Risa_M70_S.q S. quitoense 1761 N 04°51'18.0" bmh-PM
Colombia Dosquebradas, La Fria, Las

Veraneras. C_Risa H71 S.q W 75°42'37.5"




168

Aspectos ecoldgicos y evolutivos del perforador del fruto Neoleucinodes elegantalis (Guenée)
(Lepidoptera: Crambidae). Un enfoque para orientar las estrategias de manejo en cultivos de solanaceas

A Anexo: (Continuacién)
Pais Provincia/Estado/Departamento | Cédigo Hospedera Altitud Georreferencia Zona de vida
Holdridge

Localidad m.s.n.m

Departamento de  Risaralda, | C_Risa_M340_S.| N 04° 55’ 11,9
Colombia Santa Rosa de Cabal, EI Embol, S. lycopersicum 1679 bmh-PM

La Laguna C_Risa_M316_S. W 75° 37’ 58,6”

Departamento de Santander, | C_Stder_ H25 S.c S. crinitum 1310 N 6°45'34" bh-PM
Colombia Mesa de los Santos, Acuarela

C_Stder_M26_S.c W 73°06'22"

Departamento de Santander, | C_Stder_M29_S.| S. lycopersicum 1000 N 6°47'33" bh-PM
Colombia Mesa de los Santos, Tabacal, El

Alto W 73°3'21.862"

Departamento de Santander, Pie | C_Stder_ M37_S.q S. quitoense 2046 N 7°1'36.2" bh-MB
Colombia de Cuesta, Sevilla.

W 72°59'39.8"

Departamento de Santander, | C_Stder H72_S.h S. hirtum 1600 N 5°52'47" bh-PM
Colombia Jesls Maria, Alto Grande, El

Mirto C_Stder_M74_S.h W 73°47'14"

Departamento de Santander, | C_Stder_H76_S.h S. hirtum 1650 N 5°52'47" bh-PM
Colombia JesUs Maria, Alto Grande, La

Playa W 73047!14||

Departamento de Santander, | C_Stder_ M79_S.h S. hirtum 1615 N 5°52'47" bh-PM
Colombia JesUs Maria, Alto Grande, La

Vega W 73°47'14"
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A Anexo: (Continuacién)
Pais Provincia/Estado/Departamento | Cédigo Hospedera Altitud Georreferencia Zona de vida
Holdridge

Localidad m.s.n.m

Departamento de Santander, | C_Stder_M80_S.h S. hirtum 1585 N 5°52'46" bh- PM
Colombia Puente Nacional, El Rincén, La

Falda W 73°41'01"

Departamento de Santander, | C_Stder H73_S.h S. hirtum 1580 N 5°52'46" bh- PM
Colombia Puente Nacional, El Rincon, El

Chircal W 73°41'01"

Departamento del Tolima, Libano, | C_Toli_H99_S.| S. lycopersicum 1224 N 04°56' 40.9" bmh- PM
Colombia Santa Béarbara, Ambato

C_Toli_M100_S.I W 75°00' 37.9"

Departamento del Tolima, | C_Toli_M105_S.I S. lycopersicum 2041 N 04°23' 29.9" bmh- PM
Colombia Cajamarca, Arenillal, La

Esperanza, W 75°28' 58.8"

Departamento del Tolima, | C_Toli_M106_S.I S. lycopersicum 1875 N 04°26' 49.5" bmh- PM
Colombia Cajamarca, San Lorenzo Alto,

Los Geranios W 75°23' 47.7"

Departamento del Tolima, | C_Toli_M107_S.q S. quitoense 1994 N 04°23' 23.9" bmh- PM
Colombia Cajamarca, Arenillal, Mazatlan,

W 75°29'4.4"
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Aspectos ecoldgicos y evolutivos del perforador del fruto Neoleucinodes elegantalis (Guenée)
(Lepidoptera: Crambidae). Un enfoque para orientar las estrategias de manejo en cultivos de solanaceas

A Anexo: (Continuacién)
Pais Provincia/Estado/Departamento | Cédigo Hospedera Altitud Georreferencia Zona de vida
Holdridge
Localidad m.s.n.m
Departamento del Tolima, | C_Toli H96_S.q S. quitoense 1993 N 04°23' 23.9" bmh- PM
Colombia Cajamarca, Arenillal, Mazatlan
W 75°29' 4.4"
Departamento del Tolima, | C_Toli_ H110_S.h S. hirtum 1795 N 04°26' 26.9" bmh- PM
Colombia Cajamarca, La Esperanza
W 75°24'10.8"
Departamento del Tolima, C_Toli_H173 S.a S. atroporpureum | 1795 N 04°26'26,9” bmh- PM
Colombia
W 75°24'10,8"
Departamento del Valle del | C Vcauc_M51 S. S. lycopersicum 936 N 4°32'04" bmh-PM
Colombia Cauca, La Unién, Corcega, Berlin
C_Vcauc_H52_ S| W 76°06'19"
Departamento del Valle del | C_Vcauc_H83 S. S. lycopersicum 1496 N 3°57'34.8" bh-PM
Colombia Cauca, Darién, La Playa
W 76°27'43"
Departamento del Valle del | C_Vcauc_H81 S.q S. quitoense 1539 N 3°57'22" bh-PM
Colombia Cauca, Darién, La Unién, La
Isabela C_Vcauc_M82_S.q W 76°28'08.9"
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A Anexo: (Continuacién)
Pais Provincia/Estado/Departamento | Cédigo Hospedera Altitud Georreferencia Zona de vida
Holdridge
Localidad m.s.n.m
Departamento del Valle del | C Vcauc H53 S.q S. quitoense 1485 N 3°55'30" bh-PM
Colombia Cauca, Darién, La Unién, La
Violeta W 76°29'40"
E_P_BSm_M41 S.q
E_P Bsm_M42 S.q
E_P Bsm_H42_S.q
E P_Bsm_H43 S.q
E P_Bsm_M51_S.q
- - E_P_Bsm_M52_S.q S0 06.001
Ecuador grovmmas d:/l F'Cthha' Los S. quitoense 681 bmh-PM
ancos, san Martin E_P_Bsm_M53_S.q W79 00.795

E_P_Bsm_H53_S.q
E_P_Bsm_H61_S.q
E_P Bsm_M61 S.q
E_P Bsm_M62_S.q
E_P Bsm_H62_S.q
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Aspectos ecoldgicos y evolutivos del perforador del fruto Neoleucinodes elegantalis (Guenée)
(Lepidoptera: Crambidae). Un enfoque para orientar las estrategias de manejo en cultivos de solanaceas

A Anexo: (Continuacién)
Pais Provincia/Estado/Departamento | Cédigo Hospedera Altitud Georreferencia Zona de vida
Holdridge
Localidad m.s.n.m
E P_Bsm_H71 S.q
E_P Bsm_H73_S.q
E_P_Bsm_H75 S.q
E_P_Bsm_M73 _S.q
o - S0 06.001
Ecuador grovmmas df/l tF,>|ch|ncha, Los E_P_Bsm_M75_S.q S. quitoense 681 bmh-PM
ancos, San Martin W79 00.795

E_P_Bsm_M76_S.q
E_P_Bsm_H77_S.q
E_P Bsm_M77_S.q

E_P Bsm_H78_S.q
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A Anexo: (Continuacién)
Pais Provincia/Estado/Departamento | Cédigo Hospedera Altitud Georreferencia Zona de vida
Holdridge
Localidad m.s.n.m
E_P_Bdc_M21_S.b
E_P Bdc_H21 S.b
E_P _Bdc_M22_S.b
E_P_Bdc_M23 S.b
E_P_Bdc_M24 _S.b
E_P_Bdc_M31_S.b
. _ S0 00.826
Ecuador g;‘ggg'amgfan Pichincha,  Los E P_Bdc M32_S.b S. betaceum 1163 bmh-PM
' 9 W78 53.400

E_P_Bdc_H31 S.b
E_P_Bdc_H32_S.b
E_P_Bdc_H22_S.b
E_P_Bdc_H33_S.b
E_P_Bdc_M41_S.b

E_P_Bdc_M43_S.b
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Aspectos ecoldgicos y evolutivos del perforador del fruto Neoleucinodes elegantalis (Guenée)
(Lepidoptera: Crambidae). Un enfoque para orientar las estrategias de manejo en cultivos de solanaceas

A Anexo: (Continuacién)
Pais Provincia/Estado/Departamento | Cédigo Hospedera Altitud Georreferencia Zona de vida
Holdridge
Localidad m.s.n.m
o . E_P_Bdc_H52_S.b S0 00.826
Ecuador grovmuaD éjhe Pichincha,  Los S. betaceum 1163 bmh-PM
ancos, bri-hang E P _Bdc H53 S.b W78 53.400
E_T_RNm_H51_S.q
E_T_RNm_M51_S.q
E_T_RNm_H52_S.q
E_T_RNm_M52_S.q
E_T_RNm_H53_S.q
E_T_RNm_M53_S.q
o S124.938
Ecuador FPJOV'”C'a " I.de Tungurahua, | & 1 pNm Hs4 S.q | S. quitoense 1242 bmh-PM
ionegro, Molina W78 12.123

E_T_RNm_H81_S.q
E_T_RNm_M81_S.q
E_T_RNm_H74 S
E_T_RNm_H71_S.q

E_T_RNm_M71_S.q
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A Anexo: (Continuacién)
Pais Provincia/Estado/Departamento | Cédigo Hospedera Altitud Georreferencia Zona de vida
Holdridge
Localidad m.s.n.m
E_T_RNm_H72_S.q
- S124.938
Ecuador ;TOV'”C""‘ M I_de Tungurahua, E_T RNm_H73_S.q | S. quitoense 1242 bmh-PM
ionegro, Molina W78 12.123
E_T_RNm_M11 Sq
L S124.938
Ecuador govmua M I_de Tungurahua, E T RNm_M7_S.b S. betaceum 1242 bmh-PM
ionegro, Molina W78 12.123
E_N Csa M81 S.q
. E_N_Csa_H92_Sq S0 21.570
Ecuador g;?\r/]:ua de Napo, El Chaco, S. quitoense 1607 bh-PM
1as E_N_CsaM101_S.q W77 48.679
E N _Csa H11l S.q
E_N_Asa H1ll S.q
E_N_Asa_M11l S.g
. S0 53.820
Ecuador g;?;/;r;?a de Napo, AguaYaku, E N _Asa H12 S.q S. quitoense 698 bmh-PM
W77 46.228

E_N_Asa_M12_S.q

E_N_Asa_M13_S.q
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Aspectos ecoldgicos y evolutivos del perforador del fruto Neoleucinodes elegantalis (Guenée)
(Lepidoptera: Crambidae). Un enfoque para orientar las estrategias de manejo en cultivos de solanaceas

A Anexo: (Continuacién)
Pais Provincia/Estado/Departamento | Cédigo Hospedera Altitud Georreferencia Zona de vida
Holdridge
Localidad m.s.n.m
. S124.113
Eeund gro"'”c'a de Napo, El Chaco, | £\ o H101 S.q | S. quitoense 1498 bh-PM
cuador 0z0 W78 14.716
L S1 24.938
Ecuador IIi’/lrol\_/lnua de Napo. EI Chaco E_ N Cmo_M11 S.q | S. quitoense 1242 bh-PM
olina W78 12.123
E_N_Cav_H11l S.q
s S042.777
Ecuador irqlvmua de Napo, ~Cotundo, E_ N _Cav_M11l S.q S. quitoense 1166 bh-T
viles W77 35.153
E_N _Cav_M12 S.q
E_N_Gsu_M11 _S.q
. S0 44.204
Ecuador (F;rovmua de Napo, E N _Gsu _H12 S.q S. quitoense 1053 bh-T
uaguasumaco W77 33.696
E_N_Gsu_M12 S.q
E_N_CIl_H51_Sb
E_N_Cll_H52_S.b
. S0 24.369
Ecuador E{;‘gﬁga de Napo, El Chaco, E N _CIl_H53 Sb S. betaceum 1678 bh-PM
W77 50.281

E_N_CIl_M71_S.b
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A Anexo:

(Continuacién)

Pais

Provincia/Estado/Departamento

Localidad

Cédigo

Hospedera

Altitud

m.s.n.m

Georreferencia

Zona de vida
Holdridge

Ecuador

Provincia de Napo, ElI Chaco,
Llerena

E_N_CI_M72_S.b
E_N_CI_M73_S.b
E_N_CI_M8_Sb
E_N_CIl_H8_Sb
E_N_CIl_H91 S.b
E_N_C1l_H92_S.b
E_N_CI_M92_S.b
E_N_CIl_M31_S.b
E_N_CIl_H82_S.b
E_N_CIl_M82_S.b
E_N_CI_M102_Sb
E_N_CI_M103_S.b

S. betaceum

1678

S0 24.369

W77 50.281

bh-PM

Ecuador

Provincia del Carchi, Rioverde

E_C_RVr_H11_Sq
E_C_RVr_M11_S.q
E_C_RVr_H12_S.q

S. quitoense

814

NO 50.242

W78 22.324

bh-PM
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A Anexo: (Continuacion)
Pais Provincia/Estado/Departamento | Cédigo Hospedera Altitud Georreferencia Zona de vida
Holdridge
Localidad m.s.n.m
E_C RVr_H21 S.q
E_C RVr_M21 _S.q NO 50.242
Ecuador Provincia del Carchi, Rioverde S. quitoense 814 bh-PM
E_C RVr_H31 _S.q W78 22.324
E_C RVr_M31_S.q
H_Comaya_01_S.m
H_Comaya_02_S.m
H_Comaya_03_S.m
H_Comaya_04 _S.m
H_Comaya_05_S.m N14° 27" 36" bh-PM
Honduras Comayagua S. melongena
H_Comaya 06 _S.m W 87° 39' 0" (Subtropical)

H_Comaya_07_S.m
H_Comaya_08_S.m
H_Comaya 09_S.m

H_Comaya 010_S.m
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A Anexo: (Continuacién)
Pais Provincia/Estado/Departamento | Cédigo Hospedera Altitud Georreferencia Zona de vida
Holdridge
Localidad m.s.n.m
H_Comaya 011 _S.m
H_Comaya_012_S.m N14° 27" 36" bh-PM
Honduras Comayagua S. melongena
H_Comaya_013_S.m W 87° 39'0" (Subtropical)
H_Comaya_014 _S.m
Vz_Lara H28 S.
. o N 10°04'00"
Venezuela Valle del Turbio, Distrito Iribarren, Vz_Lara H29 S. S. lycopersicum 613 bs-T
Estado de Lara W 69°20'00"

Vz_Lara_M30_S.|







B. Anexo: Haplotipos de N. elegantalis encontrados en Centro y
Sur América discriminados por sexo, planta hospedera y origen
geografico

*bs-T: bosque seco tropical; bs-PM: bosque seco premontano; bh-T: bosque himedo tropical; bh-PM: bosque humedo
premontano; bmh-PM: bosque muy humedo premontano; bh-M: bosque hiumedo montano; bh-MB: bosque humedo
montano bajo; bmh-MB: bosque muy himedo montano bajo.

Haplotipo Pais Localizacion en el pais ﬁz?o?ridge . vida Hospedera

1 Ar_Oran_H1_S.| Argentina Noroeste bh-_M (subtropical) |S. lycopersicum
2 Br_MG_H10 S.ae Brasil Sudeste bh-PM (subtropical) |S. aethiopicum
3Br MG_H11 S.ae Brasil Sudeste bh-PM (subtropical |S. aethiopicum
4 Br MG_H12_S.ae Brasil Sudeste bh-PM (subtropical | S, aethiopicum

5Br_MG_H13_S.ae
5Br_MG_H15_S.ae
5Br_MG_H16_ S.ae
5Br_MG_H17_S.ae Brasil Sudeste bh-PM (subtropical) |S. aethiopicum
5Br_MG_H18_S.ae
5Br_MG_M19_S.ae
5Br MG_M20_S.ae
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B Anexo: (Continuacién)

Haplotipo Pais Localizacion en el pais Zona. vida
Holdridge *
5 Br_MG_M21_S.ae
5 Br_ MG_M22_S.ae
5Br_MG_M23_ S.ae
g g::mg:mgg: 2:2: Brasil Sudeste bh-PM (subtropical) |S. aethiopicum
5Br_MG_M26_ S.ae
5Br_ MG_H8_ S.ae
5Br MG_H9_ S.ae

5Ar_Oran_H5_S.

Hospedera

5 Ar_Oran_H2 S| Argentina Noroeste bh-_M (subtropical) |S. lycopersicum
6 Br MG_H14 S.ae Brasil Sudeste bh-PM (subtropical) |S. aethiopicum
7 Br MG_M27_S.ae Brasil Sudeste bh-PM (subtropical) |S. aethiopicum
8Vz_Lara H28 S.| S. lycopersicum
8 Vz_Lara_H29_S.| Venezuela Occidente bs-T

8Vz Lara M30_S.|

9 Ar Oran H6 S.| Argentina Noroeste bh-_M (subtropical) |S. lycopersicum
10 Ar_Oran_M7_S.| Argentina Noroeste bh-_M (subtropical) |S. lycopersicum

11 C_Ant_M1026_S.q
11 C_Ant_M256_S.q

11 C_Ant_M703_S.q _ _ _
11 C_Ant_M870_S.q Colombia Centro-occidente bmh-PM S. quitoense
11 C_Ant_M971_S.q
11 C_Ant_M998 S.q
11 C_Ant_M708_S.q
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(Continuacién)
Haplotino Pais Localizacion en el pais |Zona vida Hospedera
piotip Holdridge * P
12 C_Ant_M1307_S.q
12 C_Ant_M1726_S.q
12 C_Ant_M1797_S.q
12 C_Ant_M1917_S.q . . .
12 C_Ant_M453_S.q Colombia Centro-occidente bmh-PM S. quitoense
12 C_Ant_M911 S.q
12 C_Ant_H86_S.q
12 C_Ant H87_S.q
12 C_Ant_M1829_S.b . o i
12 C_Ant H85 Sb Colombia Centro-occidente bmh-PM S, betaceum
12 C_Ant_ M1475 S.| Colombia bmh-PM S. lycopersicum
13 C_Ant M1400 S.q Colombia Centro-occidente bmh-PM S. quitoense
14 C_Ant_M1492 S.q . . .
14 C_Ant_M1467 S.b Colombia Centro-occidente bmh-PM S. quitoense
14 C_Ant_ M1467 S.b Colombia Centro-occidente bmh-PM S. betaceum
15 C_Ant_M1654_S.q
15 C_Ant_M400_S.q Colombia Centro-occidente bmh-PM S. quitoense
15 C_Ant_ M737_S.q
15 C_Ant_M1620_S.b . i i
15 C_Ant_M1666_S.b Colombia Centro-occidente bmh-PM S. betaceum
15 C_Ant_M1763_S.l Colombia Centro-occidente bmh-PM S. lycopersicum
16 C_Ant_M1875_S.q Colombia Centro-occidente bmh-PM S. quitoense
16 C_Cal_M290_sS.I Colombia Eje cafetero bmh-PM S. lycopersicum
17.C_Ant_M290_S.q Colombia Centro-occidente bmh-PM S. quitoense

17 C_Ant_M847_S.q
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B Anexo: (Continuacién)
Hablotino Pais Localizacién en el pais |Zona vida Hospedera
plotup Holdridge * P
17 C_Ant_M1932 S.b Colombia Centro-occidente bmh-PM S. betaceum
18 C_Ant_M601_S.q Colombia Centro-occidente bmh-PM S. betaceum
18 C_Risa_M276_S.q Eie cafetero
18 C_Risa_H56_S.q Colombia ! bmh-PM S. quitoense
18 C_Risa_M346_S.q
18 C_Vcauc_H81_S.q Colombia Sur bh-PM S. quitoense
18 C_Risa_M340_S.| . . .
18 C_Cal_M63_S. Colombia Eje cafetero bmh-PM S. lycopersicum
19 C_Ant_M931_S.I Colombia Centro-occidente bmh-PM S. lycopersicum
20 C_Ant_M91_S.b
20 C_Ant_M897_S.b Colombia Centro-occidente bmh-PM
20 C_Ant_M682_S.b S. betaceum
20 C_Toli_M107_S.q .
20 C_Toli_ H96_5.q Colombia Centro-sur bmh-PM S. quitoense
20 C_Ant M1058 S.| Colombia Centro-occidente bmh-PM S. lycopersicum
20 C_Boy H03 S.q Colombia Centro-oriente bs-PM S. quitoense
20 C_Cauc_H120 S.b Colombia Sur bmh-MB S. betaceum
20 C_Cauc_H130 S.q Colombia Sur bmh-MB S. quitoense
20 C_Cund_M17_S.q Colombia Centro-oriente bh-MB S. quitoense
20 C_Cund_M47_S.q
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(Continuacién)

Haplotipo Pais Localizacion en el pais |Zona vida Hospedera

plotip Holdridge * P
20 C_Cund_M170_S.b bh-PM
20 C_Cund_M23_S.b Colombia Centro-oriente S. betaceum
20 C Cund H24 S.b
20 C_Cund_H20 _S.a Colombia Centro-oriente bh-PM S. atroporpureum
20 C_Huila_H92_S.q . ] ]
20 C_Huila_M89 S.q Colombia Centro-sur bh-PM S. quitoense
20 C_Huila_M90_S.I Colombia Centro-sur bh-PM S. lycopersicum
21 C_Boy HO05 S.q Colombia Centro-oriente bmh-PM S. quitoense
21 C_Cauc_M121 S.q Colombia Sur bmh-MB S. quitoense
21 C_Cund_H22_S.I Colombia Centro-oriente bh-PM S. lycopersicum
21 C_Ant_H94_S.b Colombia Centro-occidente bh-PM S. betaceum
21 C_Stder_ H76_S.h Colombia Oriente bh-PM S. hirtum
22 C_Ant M1989 S.| Colombia Centro-occidente bmh-PM S. lycopersicum
23 C_Ant_M853_S.b Colombia Centro-occidente bmh-PM S. betaceum
23 C_Cal_H68_S.b Colombia Eje cafetero bmh-PM S. betaceum
23 C_Vcauc_M82_S.q Colombia Sur bh-PM S. quitoense
24 C_Ant M1122 S.b Colombia Centro-occidente bh-PM S. betaceum
24 E_N_CIl_H51_S.b
24 E_N_CIl_H52_S.b
24E_N_CIl_H53 S.b
24 E_N_CIl_M71_S.b Ecuador Amazonia-Ecuador bh-PM S. betaceum

24 E_N_CI_M72_S.b
24 E_N_CI_M73_S.b
24 E_N_CI_M8_S.b
24 E_N_CIl_H8 S.b
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B Anexo: (Continuacién)

Haplotipo Pais Localizacion en el pais |Zona vida
Holdridge *
24 E_N_CIl_H91_S.b
24 E_N_CIl_H92_S.b
24 E_N_CII_M92_S.b
24 E_N_CIl_M31_S.b
24 E_N_CII_M102_S.b
24 E_N_CIl_M103_S.b
24 E_T_RNm_M51_S.q
24 E_T_RNm_H52_S.q
24 E_T_RNm_M52_S.q
24 E_T_RNm_H53 S.q
24 E_T_RNm_M53_S.q
24 E_T_RNm_H54_S.q La Sierra (Zona Andina) _
24 E_T_RNm_H71_S.q Ecuador bmh-PM S. quitoense
24 E_T_RNm_M71_S.q
24 E_T_RNm_H72_S.q
24 E_T_RNm_H73_S.q
24 E_T_RNm_H81_S.q
24 E_T_RNm_M81_S.q
24 E_T_RNm_H74_S.q
24 E_N_Asa_M11 S.q
24 E_N_Asa_H12_S.q
24 E_N_Asa _M12_S.q
24 E_N_Asa M13 S.q S. quitoense

Hospedera

Ecuador Amazonia bh-PM S. betaceum

Ecuador Amazonia bmh-PM
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Haplotipo

Pais

Localizacion en el pais

Zona
Holdridge *

vida

Hospedera

24 E_N_Csa_M81_S.q
24 E_N_Csa H92 S.q
24E N Csa M101_S.q

Ecuador

Amazonia

bh-PM

S. quitoense

24E_N_Csa_H1l S.q
24 E_N_Cpo_H101 S.q
24E N Cmo_M11 S.g

Ecuador

Amazonia

bh-PM

S. quitoense

24 E_N_Cav_H11l S.q
24 E_N_Cav_M12_S.q
24 E_N_Gsu_M11_S.q
24 E_N_Gsu_M12_S.q

Ecuador

Amazonia

bh-T

S. quitoense

25 C_Ant_M113_S.b
25 C_Ant_M858_S.b
25 C_Ant_M903_S.b

Colombia

Centro-Occidente

bmh-PM

S. betaceum

26 C_Boy M02_S.q

Colombia

Centro-oriente

bs-PM

S. quitoense

26 C_Boy MO04 S.q

Colombia

bs-PM

(2]

. quitoense

26 C_Cauc_H119 S.b

Colombia

Sur

bmh-MB

S. betaceum

26 C_Cauc_M122_S.q
26 C_Cauc_H123 S.q
26 C_Cauc_H124 S.q
26 C_Cauc_H125 S.q
26 C_Cauc_M126_S.q
26 C_Cauc_M127_S.q
26 C_Cauc_M128_S.q
26 C_Cauc_H129 S.q

Colombia

Sur

bmh-MB

S. quitoense

26 C_Cal_M300_S.I

Colombia

Eje cafetero

bmh-PM

S. lycopersicum

26 C_Cund_H06_S.I
26 C_Cund_MO07_S.

Colombia

Centro oriente

bh-PM

S. lycopersicum

26 C_Cund_H08_S.q

Colombia

bh-PM

S. quitoense
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(Continuacién)
. . Localizacién en el pais |Zona vida

Haplotipo Pais Holdridge * Hospedera
26 C_Huila_H88_S.q Colombia Centro sur bh-PM S. quitoense
26 C_Huila_M93_S.q Colombia Centro sur bh-PM S. quitoense
26 C_Huila_H95_S.I . i
26 C_Huila H97 S.I Colombia Centro sur bh-PM S. lycopersicum
26 C_Toli_M100_S.I
26 C_Toli_M105_Sl.l Colombia Centro sur bmh-PM S. lycopersicum
26 C_Toli_H99 S.I
27 C_Cal_H60_S.b Colombia Eje cafetero bmh-MB S. betaceum
27 C_Qdio_M57_S.b
27 C_Risa_H55_S.b Colombia Eje cafetero bmh-PM
27 C_Risa_M75_S.b S. betaceum
27 C_Risa_M70_S.q
27 C_Risa_H71_S.q Colombia Eje cafetero bmh-PM
27 C_Cal_H59_S.q S. quitoense
27 C_Stder_H72_S.h Colombia Oriente bh-PM S. hirtum
27 C_Vcauc_M51_S.| . .
27 C_Vcauc_H52 S Colombia Sur bmh-PM S. lycopersicum
27 C_Cal_H58 S
27 C_Cal_61M_S.I . . .
27 C_Cal_M64_S.| Colombia Eje cafetero bmh-PM S. lycopersicum
27 C_Cal_H67_S.|
27 C_Vcauc_H83_S.| Colombia Sur bh-PM S. lycopersicum
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(Continuacién)
. . Localizacion en el pais |Zona vida

Haplotipo Pais Holdridge * Hospedera
27 C_Vcauc_H53 S.q Colombia Sur bh-PM S. quitoense
28 C_Cal_M62_S.b Colombia Eje cafetero bh-PM S. betaceum
29 C_Cesar_M27_S.
29 C_Cesar_H28_sS.I Colombia Norte bh-PM S. lycopersicum
29 C_Mlena H48 S.I
29 C_NStde H39 Sl
29 C_NStde M41 S| Colombia Oriente bh-PM S. lycopersicum
29 C_Stder M29 S|
29 C_Mlena_M49 S.q Colombia Norte bh-PM S. quitoense
29 C_Nar_H18 S.q Colombia Sur bh-PM S. quitoense
29 C_NStde_H31_S.q . . i )
29 C_NStde_H34_S.q Colombia Oriente bh-PM S. quitoense
29 C_Stder M37 S.q Colombia Oriente bh-PM S. quitoense
29 C_NStde H35 S.q Colombia Oriente bh-MB S. quitoense
29 C_NStde M45 S.q Colombia Oriente bmh-MB S. quitoense
30 C_Cund_H173 S.a Colombia Centro-oriente bmh-PM S. atroporpureum
30 E_P_Bsm_M41_S.q
30 E_P_Bsm_M42_S.q
30 E_P Bsm H42 S.q
30E_P_Bsm _M51 _S.q Ecuador La Sierra (Zona Andina) |bmh-PM S. quitoense

30 E_P_Bsm_M52_S.q
30 E_P_Bsm_M53_S.q
30E_P_Bsm H53 S.q
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Haplotipo

Pais

Localizacion en el pais

Zona
Holdridge *

vida

Hospedera

30 E_P_BSm_M61_S.q
30 E_P_BSm_H61_S.q
30 E_P_BSm_M62_S.q
30 E_P_BSm_H62_S.q
30 E_P_BSm_H71_S.q
30 E_P_BSm_H73_S.q
30 E_P _BSm_H75 S.q
30 E_P_BSm_M73_S.q
30 E_P_BSm_M75_S.q
30 E_P_BSm_M76_S.q
30 E_P_BSm_M77_S.q
30 E_P_BSm_H43 S.q
30 E_P_BSm H78 S.q

Ecuador

La Sierra (Zona Andina)

bmh-PM

S. quitoense

30 E_P_Bdc_M32_S.b
30 E_P_Bdc_H32_S.b
30 E_P_Bdc_H33_S.b
30 E_P_Bdc_M41_S.b
30 E_P_Bdc_M43_S.b
30 E_P_Bdc_M44_S.b
30 E_P_Bdc_M31_S.b
30 E_P_Bdc_M21_S.b
30 E_P_Bdc_H21 _S.b

Ecuador

La Sierra (Zona Andina)

bmh-PM

S. betaceum

30 E_P_Bdc_M23_S.b
30 E_P_Bdc_M24_S.b
30 E_P BSm_H51 S.b

Ecuador

La Sierra (Zona Andina)

bh-PM

S. betaceum

30E_C_RVr_H11 _S.q
30E_C_RVr_M11_S.q
30 E_C_RVr_H12 S.g

Ecuador

La Sierra (Zona Andina)

bh-PM

S. quitoense
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Haplotipo Pais Localizacion en el pais |Zona vida

Holdridge *
30 E_C_RVr_M21_S.q
30E_C_RVr_H31_S.q Ecuador La Sierra (Zona Andina) | bh-PM S. quitoense
30E_C RVr M31 S.q
30 H_Comaya_01_S.m
30 H_Comaya_02_S.m
30 H_Comaya_03_S.m
30 H_Comaya_04_S.m
30 H_Comaya_05_S.m
30 H_Comaya_06_S.m
30 H_Comaya_07_S.m
30 H_Comaya_08_S.m
30 H_Comaya_09_S.m
30 H_Comaya_10_S.m
30 H_Comaya_11 S.m
30 H_Comaya_12_S.m
30 H_Comaya_13_S.m
30 H_Comaya_14_S.m

31 C_Mlena_H50_S.q Colombia Norte bh-PM S. quitoense

31 C_Stder M26_S.c Colombia Oriente bh-PM . crinitum
32 C_Nar_M116_S.q
32 C_Nar_H117_S.q Colombia Sur bh-PM
32 C_Nar_H118_S.q

33 C_NStde_M32_S.q Colombia Oriente bh-PM
33E_C_RVr_H21 S.q Ecuador La Sierra (Zona Andina) | bh-PM
34 C_NteStder_M36_S.q | Colombia Oriente bh-MB
35 C_NteStder_M40_S.| Colombia Oriente bh-PM
36 C_Qdio_M54 S.q Colombia Eje cafetero bmh-PM
37 C_Risa_M318_S.q Colombia Eje cafetero bmh-PM

Hospedera

Honduras Centro bh-PM(subtropical) |S. melongena

wn

(9]

. quitoense

. quitoense

. quitoense

. quitoense
. lycopersicum
. quitoense
. quitoense

nnunn nwn
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. . Localizacion en el pais |Zona vida

Haplotipo Pais Holdridge * Hospedera
38 C_Risa_M316_S.| Colombia Eje cafetero bmh-PM S. lycopersicum
39 C_Stder H25_S.c Colombia Oriente bh-PM S. crinitum
40 C_Stder H73 S.h Colombia Oriente bh-PM S. hirtum
40 C_Stder_M79_S.h Colombia Oriente bh-PM S. hirtum
40 C_Stder_M80_S.h
41 C_Stder M74_S.h Colombia Oriente bh-PM S. hirtum
42 C_Toli_M106_S.| Colombia Centro-sur bmh-PM S. lycopersicum
43 C_Toli H110 S.h Colombia Centro-sur bmh-PM S. hirtum
44 E_P_Bdc_M22_S.b Ecuador La Sierra (Zona Andina) | hmh-pm S. betaceum
44 E_P Bsm H77 _S.q Ecuador La Sierra (Zona Andina) | ymh-pm S. quitoense
45E_T RNm H51 S.q Ecuador La Sierra (Zona Andina) | hmh-pm S. quitoense
46 E_P_Bdc H31 S.b Ecuador La Sierra (Zona Andina) | bmh-PM S. betaceum
46 E_P_Bdc_H22_S.b cu
47 E_N_CII_H82_S.b Amazonia bh-PM S. betaceum
47 E_N_CIl_M82_S.b Ecuador
47 E_N_Cav_M11_S.q cuado
47 E_N_Gsu H12 S.q

Ecuador Amazonia bh-T S. quitoense
48 E_P_Bdc H52 S.b Ecuador La Sierra (Zona Andina) | bmh-PM S. betaceum
48 E_ P Bdc_H53 S.b
49 E_ N_Asa H1l S.q Ecuador Amazonia bmh-PM S. quitoense
50.E_ T RNm_M7_S.b Ecuador La Sierra (Zona Andina) | ymh-pM S. betaceum




C. Anexo: Analisis de regresion entre distancias genéticas Fst Vs.
Distancias geograficas (Km) para determinar aislamiento por
distancia entre poblaciones de Neoleucinodes elegantalis de
Centro y Sur América.

Estadisticas de laregresion
Coeficiente de

correlacion multiple 0,19476899
Coeficiente de

determinaciéon R"2 0,03793496
R”2 ajustado 0,03696022
Error tipico 881,048368

Observaciones 989




194 Aspectos ecoldgicos y evolutivos del perforador del fruto Neoleucinodes elegantalis (Guenée)
(Lepidoptera: Crambidae). Un enfoque para orientar las estrategias de manejo en cultivos de solanaceas

ANALISIS DE VARIANZA

Grados de Suma de Promedio de los Valor critico
libertad cuadrados cuadrados F de F
Regresion 1 30210079,3 30210079,3 38,9181657 6,5469E-10
Residuos 987 766155025 776246,226
Total 988 796365105
Superior Inferior Superior
Coeficientes Error tipico Estadistico t Probabilidad Inferior 95%  95% 95,0% 95,0%
Intercepcion 435,31254 53,7530661 8,098376 1,6326E-15 329,829114  540,795966 329,829114 540,795966

0,3673 479,104216 76,7986898 6,23844257 6,5469E-10 328,39674 629,811691 328,39674 629,811691




D. Anexo:

Haplotipos N. elegantalis
encontrados en Colombia discriminados
por sexo, planta hospedera y origen

geografico  *bs-PM: bosque seco
premontano; bh-PM: bosque humedo
premontano; bmh-PM: bosque muy
hiumedo premontano; bh-MB: bosque

hiumedo montano bajo; bmh-MB: bosque
muy humedo montano bajo.

ID/ Haplotipo gg?oi?nnbia de Departamento ﬁg?c?ridgede vida Hospedera
1 (13) Centro-Oriente | Boyacéa bs-PM S. quitoense
1 (29) Centro-Oriente | Boyacéa bs-PM S. quitoense
1 (48) Centro-Oriente | Boyacéa bs-PM S. quitoense
1 (69) Centro-Oriente | Cundinamarca |bh-PM S. lycopersicum
1 (78) Centro-Oriente | Cundinamarca |bh-PM S. lycopersicum
1 (89) Centro-Oriente | Cundinamarca | bh -PM S. quitoense
1 (933) Sur-Oriente Huila bh -PM S. quitoense
1(959) Sur-Oriente Huila bh -PM S. lycopersicum
1(889) Sur-Oriente Huila bh -PM S. quitoense
1(979) Sur-Oriente Huila bh -PM S. lycopersicum
1(999) Sur-Oriente Tolima bmh -PM S. lycopersicum
1(1103) Sur-Oriente Tolima bmh -PM S. lycopersicum
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ID/ Haplotipo Eglgci?nnbia de Departamento ﬁ(c))rl]c?ridgede vida Hospedera
1 (10543) Sur-Oriente Tolima bmh -PM S. lycopersicum
1(1199) Sur Cauca bmh-MB S. betaceum
1(12243) Sur Cauca bmh-MB S. quitoense
1(1239) Sur Cauca bmh-MB S. quitoense
1(1242) Sur Cauca bmh-MB S. quitoense
1(1259) Sur Cauca bmh-MB S. quitoense
1(12643) Sur Cauca bmh-MB S. quitoense
1(1273) Sur Cauca bmh-MB S. quitoense
1(128 &) Sur Cauca bmh-MB S. quitoense
1(129 Q) Sur Cauca bmh-MB S. quitoense




Anexo D. Anexo: Haplotipos N. elegantalis encontrados en Colombia discriminados por sexo, planta

hospedera y origen geografico *bs-PM: bosque seco premontano; bh-PM: bosque himedo premontano;
bmh-PM: bosque muy himedo premontano; bh-MB: bosque hiimedo montano bajo; bmh-MB: bosque
muy himedo montano bajo.

D Anexo: (Continuacién)

ID/ Haplotipo gggg?nnbia de Departamento ﬁ?)rl](?ridgede vida Hospedera

2 (39) Centro-Oriente | Boyaca bs-PM S. quitoense

2(1738) Centro-Oriente | Cundinamarca |bh-MB S. quitoense

2 (209) Centro-Oriente | Cundinamarca |bh-PM S. atroporpureum

2 (233) Centro-Oriente | Cundinamarca |bh-PM S. betaceum

2(249) Centro-Oriente | Cundinamarca |bh-PM S. betaceum

2(47 &) Centro-Oriente | Cundinamarca | bh-MB S. quitoense
Centro-

2 (9138) Occidente Antioquia bmh-PM S. betaceum

2(929) Sur-Oriente Huila bh-PM S. quitoense

2(893) Sur-Oriente Huila bh-PM S. quitoense

2 (903) Sur-Oriente Huila bh-PM S. lycopersicum

2(969) Sur-Oriente Tolima bmh-PM S. quitoense

2 (1073) Sur-Oriente Tolima bmh-MB S. quitoense

2 (1209) Sur Cauca bmh-MB S .betaceum

2 (1309) Sur Cauca bmh-MB S. quitoense

3(59) Centro-Oriente | Boyaca bmh-PM S. quitoense

3(22) Centro-Oriente | Cundinamarca |bh-PM S. lycopersicum

3(76%) Oriente Santander bh-PM S. hirtum
Centro-

3(949) Occidente Antioquia bh-PM S. betaceum

3(12138) Sur Cauca bmh-MB S. quitoense

4(189) Sur Narifio bh-PM S. quitoense

4 (293) Oriente Santander bh-PM S. lycopersicum

4 (373) Oriente Santander bh-MB S. quitoense

Norte de
4(273) Oriente Santander bh-PM S. lycopersicum
Norte de
4 (289) Oriente Santander bh-PM S. lycopersicum
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D Anexo: (Continuacién)

ID/ Haplotipo gggg?nnbia de Departamento ﬁzn?ridgede vida Hospedera
Norte de

4(319) Oriente Santander bh-PM S. quitoense
Norte de

4(34 Q) Oriente Santander bh-PM S. quitoense
Norte de

4(359) Oriente Santander bh-MB S. quitoense
Norte de

4 (399) Oriente Santander bh-PM S. lycopersicum
Norte de

4 (413) Oriente Santander bh-PM S. lycopersicum
Norte de

4(453) Oriente Santander bh-PM S. quitoense

4 (489) Norte Magdalena bh-PM S. lycopersicum

4(493) Norte Magdalena bh-PM S. quitoense

5(259) Oriente Santander bh-PM S. crinitum

6 (26 &) Oriente Santander bh-PM S. crinitum

6 (50 9) Norte Magdalena bh-PM S. quitoense

7(729) Oriente Santander bh-PM S. hirtum

7 (5138) Sur Valle bmh-PM S. lycopersicum

7 (529) Sur Valle bmh-PM S. lycopersicum

7(53 9) Sur Valle bh-PM S. quitoense

7 (573) Central Quindio bmh-PM S. betaceum

7(58 Q) Central Caldas bmh-PM S. lycopersicum

7(59 ?) Central Caldas bmh-PM S. quitoense

7 (60 Q) Central Caldas bmh -MB S. betaceum

7 (613) Central Caldas bmh-PM S. lycopersicum

7 (64 &) Central Caldas bmh-PM S. lycopersicum

7 (67 Q) Central Caldas bmh-PM S. lycopersicum

7 (68 Q) Central Caldas bmh-PM S. betaceum




Anexo D. Anexo: Haplotipos N. elegantalis encontrados en Colombia discriminados por sexo, planta
hospedera y origen geografico *bs-PM: bosque seco premontano; bh-PM: bosque himedo premontano;
bmh-PM: bosque muy himedo premontano; bh-MB: bosque hiimedo montano bajo; bmh-MB: bosque
muy himedo montano bajo.
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D Anexo: (Continuacién)
Regién de Zona de vida
ID/ Haplotipo . Departamento ] Hospedera
Colombia Holdridge
7(753) Central Risaralda bmh-PM S. betaceum
7(703) Central Risaralda bmh-PM S. quitoense
7(719) Central Risaralda bmh-PM S. quitoense
7 (55 9) Central Risaralda bmh-PM S. betaceum
7(839) Sur Valle bh-PM S. lycopersicum
8 (73 Q) Oriente Santander bh-PM S. hirtum
8(79 &) Oriente Santander bh-PM S. hirtum
8 (80 &) Oriente Santander bh-PM S. hirtum
9(74 &) Oriente Santander bh-PM S .hirtum
10 (77 &) Oriente Santander bh-PM S. hirtum
10 (78 Q) Oriente Santander bh-PM S .hirtum
Norte de
11 (3243) Oriente Santander bh-PM S. quitoense
Norte de
12 (36 &) Oriente Santander bh -MB S. quitoense
Norte de
13 (40 &) Oriente Santander bh-PM S. lycopersicum
14 (543) Central Quindio bmh-PM S. quitoense
15 (6243) Central Caldas bmh-PM S. betaceum
16 (6343) Central Caldas bmh-PM S. lycopersicum
16 (5692) Central Risaralda bmh-PM S. quitoense
16 (812) Sur Valle bh-PM S. quitoense
Centro-
16 (320) Occidente Antioquia bmh-PM S. quitoense
Centro-
16 (350) Occidente Antioquia bmh-PM S. betaceum
17 (6573) Central Caldas bmh-PM S. quitoense
18 (8243) Sur Valle bh-PM S. quitoense
Centro-
19 (85%) Occidente Antioquia bmh-PM S. betaceum
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D Anexo: (Continuacién)
. Regién de Zona de vida

ID/ Haplotipo Colombia Departamento Holdridge Hospedera
Centro-

19 (86%) Occidente Antioquia bmh-PM S.quitoense
Centro-

19 (8743) Occidente Antioquia bmh-PM S. quitoense

20 (10643) Sur-Oriente Tolima bmh-PM S. lycopersicum

21 (1109) Sur-Oriente Tolima bmh-PM S. hirtum

22 (11643) Sur Narifio bh-PM S. quitoense

22 (1179) Sur Narifio bh-PM S. quitoense

22 (1189) Sur Narifio bh-PM S. quitoense
Centro-

23 (290) Occidente Antioquia bmh-PM S. betaceum
Centro-

24 (334) Occidente Antioquia bmh-PM S. quitoense
Centro-

25 (337) Occidente Antioquia bmh-PM S. quitoense




. Anexo: Analisis de varianza no
paramétrico (F Welch) del numero
promedio de machos de N. elegantalis
capturados/semana en trampas cebadas
con la feromona Neolegantol® en cultivos
de S. lycopersicum, S. quitoense y S.

betaceum.
Suma de gl Cuadrado medio F P
cuadrados
Entre grupos: 3656.83 2 1828.42 9.378 0.0001207
Dentro de los grupos: 45819.5 235 194.976
Total: 49476.3 237
omega’2: 0.06577
Prueba de Levene's
para h_omogeneldad 0.00000000
de varianza, basado 19
en promedios
p(=igual)
Basadoen 4 555005
promedios p(igual) =
Prueba de Welch F
en el caso de F=21.29, df=142,3, P<0.00001
varianzas desiguales:
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E Anexo: (Continuacién)

Comparaciones pareadas de Tukey

A B C
A 0.0001689 0.9553
B 5.73 0.0005095
C 0.4072 5.32

S. quitoense S. betaceum

S. lycopersicum

N 100 63 75
Shapiro-Wilk W 0.9014 0.7613 0.7723
P(normal) <0.00001 <0.00001 <0.00001




