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RESUMEN. Chelonus insularis es un parasitoide de huevo-larva que ataca a Spodoptera frugiperda, principal plaga
del maiz en México y otros paises de América. En un olfatdmetro de vidrio tipo “Y”, se determind la atraccion de
hembras de C. insularis a compuestos volatiles de plantas de maiz sanas y dafiadas por larvas de S. frugiperda. Los
resultados muestran que C. insularis fue significativamente atraido tanto a los volatiles de plantas sanas como los de
plantas dafiadas. Ademas, fue significativamente mas atraido a volatiles de plantas dafiadas cuando se confront6 con
los de plantas sanas. Los volatiles fueron colectados por la técnica de microextraccion en fase sélida (SPME) e
identificados por cromatografia de gases-espectrometria de masas (CG-EM). Se identificaron 21 compuestos en plantas
sanas y 27 en plantas dafiadas. Algunos compuestos identificados en plantas dafiadas se encontraron en mayor
proporcion que en plantas sanas Los compuestos identificados en plantas sanas fueron: B-cariofileno, (E)-o-
bergamoteno, linalol y (3E)-4,8-Dimetil-1,3,7-nonatrieno (los cuatro presentes en mayor proporcion). En plantas
danadas se identifico a: B-cariofileno, (E)-a-bergamoteno, indol, longifoleno, a-guaieno, (Z)-a-trans-bergamotol,
aromadendreno y cadineno (los ultimos 6, son volatiles inducidos). Se discute la posible relevancia de estos hallazgos
en la interaccion planta-hospedero-parasitoide.

Palabras clave: Spodoptera frugiperda, parasitoide, compuestos volatiles, interaccion tritrofica, sefiales quimicas.

Olfactory response of Chelonus insularis Cresson, 1865 (Hymenoptera: Braconidae) to
volatiles emitted by maize plants

ABSTRACT. Chelonus insularis is an egg-larva parasitoid that attacks Spodoptera frugiperda, the main pest of maize
in Mexico and other countries of America. In a type "Y" glass olfactometer, we evaluated the attraction of C. insularis
females to volatile compounds from healthy maize plants damaged by S. frugiperda larvae. The results show that C.
insularis was significantly attracted to the volatiles of the healthy plant as a damaged plant. In addition, it was
significantly more attracted to volatiles of damaged plants when compared with those of healthy plants. The volatiles
were collected by the technique of solid phase microextraction (SPME) and identified by gas chromatography-mass
spectrometry (GC-MS). We identified 21 compounds from healthy plants and 27 in damaged plants. In addition, some
compounds identified in the damaged plants were found in a greater proportion than in a healthy plant. Among the
compounds identified in healthy plants, we found B-caryophyllene, (E)-a-bergamotene, linalool and (3E)-4,8-
dimethyl-1,3,7-nonatriene (the 4 presents in greater proportion). In the damaged plants, we identified B-caryophyllene,
trans-a-bergamotene, indole, longifolene, a-guaiene, (Z)-a-trans-bergamotol, aromadendrene and cadinene (the last 6
are induced volatiles). The possible relevance of these findings in the plant-host-parasitoid interaction is discussed.

Key words: Spodoptera frugiperda, parasitoid, volatile compounds, tritrofic interaction, chemicals signals.

INTRODUCCION

Las plantas, al ser atacadas por herbivoros, pueden liberar nuevos compuestos volatiles
(Mattiacci et al., 1995) asi como incrementar y/o disminuir la concentracion de volatiles cuando
son dafiadas mecanicamente (Turlings et al., 1995). Estos volatiles se liberan al momento del dafio
0 después de horas e incluso dias posteriores al dafio (Rése et al., 1996). Dichos compuestos son
sefiales que indican a los parasitoides que una planta ha sido atacada y existe la posibilidad de que
encuentren a su hospedero, facilitando la regulacién de las poblaciones de herbivoros (Kessler y
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Baldwin, 2001). Generalmente, estos volatiles son usados por parasitoides como sefiales de largo
alcance que indirectamente delatan la presencia de su hospedero (Vet y Dicke, 1992).

En las relaciones tritroficas planta-hospedero-parasitoide se ha encontrado que el parasitoide
responde a los volatiles emitidos por la planta hospedera (Takabayashi et al., 1995; Du et al., 1998).
En la interaccion Zea mays (Linnaeus, 1753)-Spodoptera exigua (Hibner, 1808)-Cotesia
marginiventris (Cresson, 1921), el parasitoide mostro una preferencia hacia plantas dafiadas por
larvas de S. exigua en comparacién con plantas sanas en pruebas de eleccion. Ademas, ya se han
identificado quimicamente los compuestos que utiliza el parasitoide en la busqueda de su
hospedero. Por ejemplo, se ha encontrado que una mezcla de volétiles de plantas de maiz dafiadas
con larvas de Spodoptera littoralis (Boisduval, 1833) atraen a C. marginiventris (D’ Alessandro et
al., 2009).

En el caso de parasitoides que atacan huevos no se espera que €stos provoquen atraccion quimica
de largo alcance, en muchos casos los volatiles presentes en la superficie de los huevos actlan a
corto alcance (Fatouros et al., 2008). Por otro lado, los volatiles emitidos de plantas pueden ser
mas detectables para estos parasitoides. La atraccion de parasitoides de huevos a volatiles y/o
extractos de plantas ya ha sido reportada (Hilker et al., 2002; Reddy et al., 2002; Lou et al., 2005).

El gusano cogollero, Spodoptera frugiperda (James Edward Smith, 1797), es la principal plaga
de maiz en México y otros paises de Centro y Sudameérica (Blanco et al., 2010). Se han reportado
parasitoides que atacan al gusano cogollero en cultivos de maiz ocasionando niveles de mortalidad
que van del 35 al 70 % (Van Huis, 1981). Entre los parasitoides que se han encontrado atacando
poblaciones de S. frugiperda en cultivos de maiz, en la costa del Estado de Chiapas, México,
destaca Chelonus insularis (Cresson, 1865) de la familia Braconidae (Cisneros et al., 2004).

El objetivo de este trabajo fue determinar la atraccion de C. insularis a volatiles de plantas de
maiz sanas y plantas de maiz dafiadas por S. frugiperda e identificar los compuestos volatiles en
ambos tipos de plantas. La informacién obtenida de este trabajo sera de utilidad para entender la
interaccion que ocurre en el trinomio maiz-gusano cogollero-C. insularis y en un futuro poder
disefiar mejores estrategias de control.

MATERIALES Y METODO

Para la obtencion y cria del parasitoide, se colectaron larvas de S. frugiperda de forma manual
en cultivos de maiz ubicados en terrenos aledafios a ECOSUR, dentro de la ciudad de Tapachula,
Chiapas. Los insectos fueron criados a una temperatura de 25 = 2 °C, 75 £ 5 % de humedad relativa
(HR) y un fotoperiodo de 12:12 (luz/oscuridad) hasta la obtencién de pupas y posteriormente
adultos del parasitoide.

Para los bioensayos y colecta de volatiles se utilizé maiz hibrido Pioneer 40-63 W sembrado en
invernadero. El tratamiento de planta dafiada consistio en colocar dos larvas de tercer estadio de S.
frugiperda, con ayuno de 12 horas, una a la altura del cogollo y la otra en una de las hojas por un
lapso de diez horas. La edad de las plantas utilizadas fue de 12-15 dias.

Las pruebas de atraccion se realizaron en un olfatémetro de vidrio tipo “Y”, y los tratamientos
y confrontaciones realizadas fueron las siguientes: 1) Planta sana vs control (aire limpio); 2) Planta
dafada vs control y 3) Planta sana vs planta dafiada. Las observaciones se realizaron con luz blanca
artificial, a una temperatura de 25 + 2 °C y una humedad relativa de 60 £ 5 %. Se utilizaron 30
hembras virgenes en cada una de las evaluaciones.

La colecta de volatiles se realizé mediante la técnica de microextraccion en fase solida (SPME).
La desorcidn e identificacion de los volatiles se realizé utilizando un cromatdgrafo de gases Varian,
CP-3800®, acoplado a un espectrometro de masas Varian, Saturn 2200®. Los compuestos fueron
identificados preliminarmente con base en el espectro de masas de cada uno, comparadas con la
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biblioteca NIST versidn 2.5. Los tiempos de retencion y los espectros de masas de los compuestos
identificados se compararon con aquellos estandares sintéticos disponibles para confirmar su
identificacion y se determind el indice de retencién (IR) de cada uno de los compuestos.

La respuesta de C. insularis en cada una de las tres evaluaciones fue analizada mediante una
prueba G con correccion de Williams, excluyéndose del analisis los parasitoides que no exhibieron
actividad de eleccion hacia alguno de los dos brazos del olfatdmetro en un periodo de cinco
minutos. Para la comparacién de los compuestos identificados en ambos tipos de plantas, se aplico
una prueba t de Student.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las hembras del parasitoide C. insularis fueron significativamente mas atraidas tanto a plantas
sanas (y?>= 6.68; df = 1; P < 0.01) como a plantas dafiadas (x> = 11.37; df = 1; P < 0.001) respecto
al control. En la confrontacion entre plantas dafiadas contra plantas sanas, se encontrd que las
hembras del parasitoide fueron significativamente mas atraidas a plantas dafiadas (y* = 4.85, df =1;
P <0.05) (Fig. 1).

Planta sana Control 6.68 <0.01 2

Planta dafiada 11.37 <0.001 1

Planta danada Planta sana 4.85 <0.05 1

r T T T T T T T T
30 25 20 15 10 5 0 5 10
Numero de parasitoides evaluados

Figura 1. Respuesta de hembras de C. insularis a control (aire limpio), volatiles de planta
sana y voldtiles de planta dafiada por S. frugiperda en bioensayos en ofatometro “Y”. NR =
no respondid. y?= valor de ji cuadrada. P = valor de significancia.

En el presente trabajo se encontrd que los volatiles liberados por plantas de maiz sanas son
atractivos para las hembras de C. insularis y los volatiles que liberan las plantas dafiadas por S.
frugiperda son aln mas atractivos por lo que se podria inferir que los volatiles juegan un papel
clave en las decisiones de localizacion del hospedante. El analisis de los volatiles emitidos por
plantas de maiz sanas mostré la presencia de 21 compuestos (Cuadro 1), entre los que se
identificaron en mayor abundancia a: pB-cariofileno (40.75 %), (E)-a-bergamoteno (14.51 %),
linalol (8.08 %) y (3E)-4,8-dimetil-1,3,7, nonatrieno (6.14 %). En lo que respecta a los volatiles
emitidos por plantas de maiz dafiadas por larvas de S. frugiperda se encontro la presencia de 27
compuestos, incluyendo: B-cariofileno (52.69 %), (E)-a-bergamoteno (17.67 %), linalol (4.89 %)
y (3E)-4,8-dimetil-1,3,7, nonatrieno (4.39 %) (Cuadro 1). Los volatiles de plantas dafiadas por
herbivoria se consideran que actdan como defensas indirectas de las plantas ya que sirven como
sefiales confiables de que estan presentes los hospederos y presas de los parasitoides y depredadores
(Turlings y Wackers, 2004). Algunos compuestos volatiles emitidos por las plantas de maiz debido
al dafio por herbivoria corresponden a volatiles de hoja verde, alcoholes, compuestos aromaticos,
monoterpenos y sesquiterpenos (D" Alessandro y Turlings, 2006; Turlings et al., 1990).
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Cuadro 1. Compuestos identificados (promedio + error estandar) en volatiles de plantas
sanas de maiz y plantas dafadas por larvas de S. frugiperda. !Los compuestos en
negritas fueron confirmados con estandares sintéticos. 2Compuestos confirmados con
la biblioteca NIST version 2.5 y mediante la determinacion del indice de retencién (IR).

Indica de Tiempe de Compussto Planta =ana Planta dafizda N=3
Tetencidn Tetencidn (HEE) (GHEE)
1.-955 3417 Cumeno 0.17+0.08 0.01+0.02 45
2.-982 3.760 [-Pineno' 1.55£0.58 0.30+0.1% e
3.-992 3878 1.2,4-Trimetilbenceno 107047 0.16+0.13 39
4.- 959 3565 3-Hexen-1-0l acatato(Z) 211050 0.56+0.53 e
5.- 1039 6.662 p-Cimeno 0632073 0.11£0.15 49
6.- 1103 7.165 Linalol B.08+7.16 4.85+3.34 %%
7-1114 7172 (3E)-4,8-Dimetil-1,3,7-nonatrieno 6.14+3.51 43544 45 i
B.- 1148 7633 trans-3-Dodeceno 1.35£0.66 0.28+0.22 F]
9.-1192 3.087 Hexancato de butile 3.09+1.56 031+0.21 e
10.- 119% 8.176 Tetradecano 1.36£0.60 0.17+0.26 6%
11.- 1325 $.386 Indol - 162+1.49 6%
12.-1392 5597 Longifoleno - 0424051 45
13.- 1395 10.026 B-Cadrano 1672095 0.48+0.31 6%
14.- 1398 10,0535 a-Berpamotenc 0.90+0.8% 163+2.01 Ll
15.- 1406 10124 f-Elemene 0.69+041 032+0.28 9%
16.- 1413 10.183 a-Longipineno 1.73£0.80 2.85£5.73 L]
17.- 1445 10438 (E}-o-Bergamoteno 14.51+16.44 17.67+19.02 L5
18.- 1456 10547 a-Guaieno - 0.91+1.07 9%
19.- 1465 10.603 f-Cariofileno 40.75£38.81 52.65+48.89 L]
20.- 1488 10822 (Z)-o-trans-Berzamotal - 0344048 3%
I1.- 1484 10871 Aromadendrenc - 0.36+0.45 L]
22.- 1498 10900 3-Cedren-13-ol 1.70+1.06 0.67+0.85 e
23.-1512 11018 Cadinano - 0.80+1.02 e
24.- 1320 11.086 Eremofileno 239+0.64 146+2.19 9%
15.- 1325 111235 Valanceno 312210 157+1.26 e
26.- 1342 11263 a-Amorfao 304126 2724425 9%
17.- 1383 11.586 (Z)-p-Fameseno 3.79+1.76 2.10+1.66 Ll

Puede resaltarse que en plantas dafiadas por larvas de S. frugiperda se encontraron a indol,
longifoleno, a-guaieno, (Z)-a-trans-bergamotol, aromadendreno y cadineno; compuestos que no
estan presentes en planta sana y que pueden ser resultado de la respuesta de la planta al dafio por
el fitéfago. De hecho, algunos compuestos presentes en la planta dafiada como el indol ya han sido
reportados en plantas de maiz dafiadas por larvas de S. frugiperda (Turlings y Benrey, 1998).
Compuestos inducidos como el a-guaieno fue reportado en plantas de algodon dafiadas por larvas
de S. frugiperda (Martins, 2012) y el longifoleno ha sido reportado en plantas de eucalipto dafiadas
por el psilido del eucalipto Ctenarytaina eucalypti (Maskell, 1890) (Troncoso et al., 2011).

También se encontrd que algunos compuestos fueron producidos significativamente en mayor
cantidad por efecto de herbivoria en comparacion con planta sana, por ejemplo, el (E)-a-
bergamoteno (t = 2.37; gl =9; P < 0.05) y el B-cariofileno (t = 2.72; gl = 9; P < 0.05) mientras que
en otros compuestos (a-bergamoteno y a-longipineno) no se encontro diferencia significativa en la
cantidad producida por efecto de herbivoria (P > 0.05). Resultados similares fueron reportados por
Ton et al. (2007) quienes, en experimentos de laboratorio, hechos con plantas de maiz, observaron
el aumento en la concentracion de compuestos organicos volatiles provocado por el dafio de S.
exigua a la planta, los cuales generaron una fuerte atraccion del parasitoide C. marginiventris.

Finalmente, los resultados obtenidos en esta investigacion, alientan a continuar trabajando en la
evaluacién de compuesto sintéticos tanto en laboratorio como en campo con la finalidad de evaluar
si alguno o una mezcla de sintéticos sean atrayentes para C. insularis y en un futuro utilizar otros
métodos de control de esta plaga.
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CONCLUSIONES

En este trabajo se determind que C. insularis fue atraido a volatiles de plantas de maiz sanas y
a volatiles de plantas dafiadas por larvas de S. frugiperda en el olfatometro.

Entre los compuestos inducidos presentes en plantas dafiadas de maiz se encontraron indol,
longifoleno, a-guaieno, (Z)-a-trans-Bergamotol, aromadendreno y cadineno.
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