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1. RESUMEN

En este trabajo se realizé la caracterizacién de! Ritmo de Actividad
Locometora (RALM)Y de la palomilla Spodopfera frugiperda, tanto en la
larva como en el estado adulto. Ademas se compararon estas
caracteristicas con las encontradas en animaies alimentados con una
dieta a la cual se le suministro hojas molidas de una linea de maiz
resistente (CML 67) al ataque de este insecto. Se trabajaron ocho
grupos experimentales que comprendieron los estados de larva y
adulto para cada dieta y candiciones de oscuridad canstante (QO) vy
de luzfoscuridad (LQO) 12/12 La actividad locomotora se analizé
cuantitativamente y cualitativamente mediante actogramas vy
periodogramas de X* ademas del porcentaje diario de actividad Los
resuliados obtenidos en animales desarrollados con dieta control
sefialan que Spodoptera frugiperda préesenta un ritmo circadiano de
actividad locomotora claro en estado larval y adulto. Este ritmo es
sincrenizado por cicles LO en el estado adulto, mas nc en la etapa
larval Con la dieta experimental s6lo una larva logrd sincronizar el
RALM. E! promedio del periode en condiciones de OO de las larvas
con dieta control es menor que el de las larvas con ta dieta de maiz
CML 87. No se observaron diferencias entre el promedio del periodo
en 00 de palomillas con la dieta control v la dieta con maiz CML 67,
pero en condiciones LO el promedio del periodo del ritme de las
palomillas con la dieta control fue mas corto que en el grupo
experimental 1_os resultados anteriores indican que algun compuesto
existente en lz variedad del maiz CML 87 puede tener impacto en la
maduracidn y organizacion del sistema circadiance en Spodopiera
frugiperda




INTRODUCCION

El gusano cogollero Spodoptera frugiperda (4 E  Smith) es
considerado como una de las plagas mas importantes del maiz en las
regiones tropicales y subtropicales de America Los dafios mas
Severos corresponden a las zonas de tiemporal. En diversas
entidades del pais se han regisirado pérdidas causadas por este
Insecto que van desde 13 a 60%. Debido a que su ciclo de vida se
completa en 30 a2 32 dias en condiciones de clima tropical, a que las
hembras pueden ovopositar de 40 a 300 huevecillos (Capinera,
1998) Estos organismos se presentan en las cosechas desde gue las
plantas comienzan su desarrollo, hasta el nicio de la etapa de
floracién, por lo gque es de gran relevancia desarrollar metodos

biologicos para combatir esta pltaga

Hasta el momento, se ha encontrado que una gran variedad de
plantas poseen sustancias gquimicas que las protegen dei ataque de
estcs Insecios Estudios recientes de Ceéspedes y celaboradores
{2000) reportan que extractos diclorometanc de las plantas Cedrela
salvadorensis vy Cedrela dugessi han resuliado nocivos para las
larvas necnatas y han retardado el crecimiento de la larva vy la

emergencia del adulto.




En el caso particular del maiz (Zea mays) existen lineas de
plantas resistentes al ataque de S. frugiperda (Minh, 1983), las
cuales a pesar de ser infestadas por este animal no se ven totaimenie

afectadas.

Por otro lado, los estudios desarrcllados sobre efectos de
dietas con plantas resistentes al ataque de S. frugiperda, se dedican
a describir tasas de crecimiento y tiempos de pupacidon (Hernandez et
al, 1999, Ceéspedes ¢t al, 2000). Sin embargo, los aspectos
conductuales como fa ritmicidad diana en locomocién en larvas y

adultos no ha sido estudiada.

Es por ello que el presente trabajo esta encaminadc & presentar
las caracteristicas generales del Ritmo Circadiano de Actividad
Locomotora (RALM) de Spodopfera frugiperda, y conocer si existen
diferencias en estos parametros en animales desarrollados con una
dieta que contenia una hojas de una linea de maiz resistente, la CML
87 Una vez determinade esto, y st se encuentran diferencias
significativas, serd posible mas adelante realizar mas estudios sobre
los componentes de la linea CML 67 y la forma en que puedan estar

influyendo en ef relo) bicldgico de S. frugiperda




2.1. GENERALIDADES SOBRE LOS RITMOS BIOLOGICOS

Los seres vivos presentan una caracteristica muy singular, su
capacidad para "medir el tiempo”, de tal forma que existe un
acoplamiento entre sus funciones fisiologicas y 10s ciclos naturales
tales como los de luzfoscuridad, que presentan un periode de 24
horas, ademéas de ser una de las sefiales externas por excelencia que
indican a los organismos el paso del tiempo Se cuenta también con
los cambios ciclicos de temperatura y de la longitud de la fase
[Uminosa (dependiente del efecto de translacian de la Tierra) y los

cambios ciclicos de los movimientos lunares.

Esta ritmicidad en los organismos fiene un origen endogenc y
es conocida como ritmos bioldgicos, de tat forma que en la naturaleza
encontramos ritmes que tienen un periodo con un rango gue va de 20
a 30 horas y son denominados ftmos circadianos, ntmos c¢en
periodos menores & 20 horas (ritmos uliradianes} y aquellos con
periodos mayores a 30 horas son ntmos infradiancs Esta
clasificacion se realizd con base en la frecuencia con gue seé
presentén los eventos ciclicos, que es nversa a la del periodo

{Halberg, 1960).




A pesar de que estan normailmente sincronizadcs por eventos
externos, estos rvitmos tienen la capacidad de persistir bajo
condiclones ambientales constantes, o que revela 1a existencia de un
mecanismo endogeng que otforga una memoria temporal v es
conocido generalmente como reloj bioidgico El primero en presentar
un estudio estructurado sobre esto fue Augusto Forel, a principios del
siglo XX, y después vinieron diversos experimentos gue ceincidian en
el resultado de la capacidad de los seres vivos para medir el tiempo,
pues al tener a un organismo bzc condiclones ambientales
periédicas, éste mostré cambios fisiolégicos y conductuales con un
periodo correspondiente al que se (e 1mpuso, pero s estas
variaciones ambientales se suspendian y se velvian constantes, el
organismo presentaba variaciones ciclicas con un pericdo semejanie
al gue se le mmpuso inicialmente. Este periodo representa la
expresion del reloj bioldgico enddégenc que continta oscilando en

ausencla de sefales externas de tiempo

[¥a)




2.2. CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS RITMOS

CIRCADIANOS

Los ritmos circadiancs muestran  las  siguientes propiedades

principales:

a) Persisten en condiciones ambientales de luz y temperatura
constantes. Cuandec un sistema circadiano es aislado de factores
temporales externos, el sistema expresara un ritmo con un periodo
muy cercang a 24 h gue es conocido como tau (1) Dicha
capacidad, propia del organismo, le permite mostrar una oscilacian
espontdnea en condiciones amblentales constantes y debe

mantenerse durante varios ciclos

b) La capacidad para ser sincronizado por seflales ambientales Las
mas importantes son los ciclos de luz-oscuridad y de temperatura,
pero pueden ser consideradas también, el sonido, la ingesta de
alimenta, o influencias quimicas., La respuesta que presente el
ritmo ante las sefiales ambientales, dependera de la relacion de

fase que exista enire ambos



¢) La compensacion de la temperatura. La independencia enire el
pericdo del ritmo y la temperatura es una propledad fundamental
de cualguier sistema capaz de medir el tiempo Existe un rango
dentro del cual las funciongs metabélicas no son afectadas por
condiciones extremas en |la temperatura, siempre y cuando sean
acordes con iz tolerancia del orgamsmo, o que refleja un complejo
sistema de reacciones bhioguimicas compensatorias. Esta
capacidad esta (dentificada en algunes ritmes con un Qo cercano

a 1 (Moore-Ede, ef a/. 1982).

Estas caracteristicas son comunes & iodos los ritmos circadianos y
son la base de los tres niveles para analizar el sustrato
neurobiologico de {a ritmicidad la identificaciéon de los marcapasos
circadianos y el anélisis de los mecanismos que generan la
ritmicidad, la (dentificacion de los receptores; y el estudio de los
mecanismos por los cuales las sefales ambientales son capaces de
sincronizar tos ritmos de vanas funciones corporales (Aréchiga,

1993).




2.3. RITMOS CIRCADIANOS DE ACTIVIDAD LOCOMOTORA

Los cambios diarios en la actividad locomotora reflejan cambios
circadianos fundamentales gue se originan en el sistema nervioso
central (SNC). Muchos animales presentan una actividad locomotora
ritmica de acuerde a sus diferentes respuestas adaptativas (Brady,

1981).

Debido a las condiciones de estimuios sin intensidad variable
que se proveen en el iaboratoric (por ejemplo, luz u ocscuridad
constante, temperatura) es posible suponer que cualquier actividad
que se presente debe ocurrir ya sea como el resultado de cambios
internos motivacionales en su umbral por un estimulo particular o
como el resuitado de una excitacidn neryvicsa central o inhibicion,

relacionada con la llamada actividad espontanea

Una gran cantidad de estudios que se han realizado en
organismos invertebrados, gue van desde aspectos reproductives,
fases dei ciclo de vida {eclosidn) {Truman, 1971}, piccs de actividad
diaria. etc, han llevado a considerar gue los cambios en |a
distribucion diana de la actividad locomotora son regulados por un

sistema circadiano comptle|o




2.4. RITMOS EN INSECTOS

Se ha encontrado que en los insectos, la duracién del dia o la noche
regula ciclos estacionales de actividad, morfologia, reproduccion vy
desarrollo Esta regulacién es conocida como Induccion fetoperiddica,
la cual involucra una respuesta en el animal con respecto al numero
de horas de luz u oscuridad por dia, que es comparada internamente
por el crgamsmo La induccidn fotoperidbdica es un mecanismo gue
involucra dos procesos interrelacionados la medicion de la longitud
del diz y/o la noche y la suma e integracidn de ciclos fotoperiddicos
sucesives, ya sean largos o cortos, hasta un punto en el cual la

induccion es completada.

Pittendrigh (1954) demostrd que existe un ritmo de eclosién
Innato y de naturaleza endégena en las pupas de la maosca
Drosophila pseudoobscura, este ritmo se maniflesta en ausencia de
sincronizadores ambientales, con un periodo muy cercano a 24 h, y
puede (nictarse con una simple sefial de luz de muy corta duracidn
Esta actividad circadiana depende del centrol de estructuras
marcapasos, €s decir. estructuras gue regulan de manerza recurrente

un procesc fisiologice ( Saunders 1974)

En muchos cascs se han localizado varios osciladores dentro

del mismo individuo como en la mosca de la fruta Drosophila




melanogaster (Plautz ef a/. 1997), donde la organizacidon temporal de
los orgarismos depende de las propledades de los osciladores

individuales y de las relaciones integrativas entre ¢llos

En insectos han sido localizados osciladores circadianos en
porciones restringidas de! sistema nervioso central y generalmente
estan asociados a estructuras fotorrecepteras (Saunders, 1976, Page,
1¢78; Dominick ef al, 1984-1986). En el caso del gusano de seda,
Antheraea pernyi, que es un lepidaptero cen un claro compertamiento
circadiano y ofrece el poiencial para comprender el acoplamiento
entre el marcapasos y los patrones de salida. Existen diversos
factores neuroenddcrinos bajo control circadiano, por eemplo la
hormona de eclosion (EH) y la hormona protoracicotrépica (PTTH)
que han sido caracierizadas y clonadas en este organismo. Esiudios
reahzados por Sauman ef al. {1996) mostraron que Antheraea pernyi
presenta en el cerebro un relo| circadiano que dirige los ritmos &n ia
eclosién vy el vuelo del adulto, pues a ftravés de tecnicas de
inmunohistoquimica en el desarrollo larval v en el adulto, localizaron
ocho células, cuatre en cada hemisferio, positivas a PER (una
proteina producida por el gene per, el cual esta relacionado con el
reloy circadianol Los axones de estas células emergen para formar
un tracto axonal sencillo hacia el corpora allata, que es sitic donde

las terminales de las celulas neurosecretoras liberan ja PTTH para

10




que active a la glanduta protoracica v secrete el factor inductor de la

muda, la ecdisona

2.5, Spodoptera frugiperda COMO SUJETO DE INTERES EN EL

ESTUDIO DE LOS RITMOS CIRCADIANOS

2.5.1. Aspectos generates de su biologia

La mariposa nocturna Spodopetra frugiperda, también conocida camo
Laphygma frugiperda, pertenece al orden Lepidoptera (mariposas y
poliltas), y se encuentra clasificada dentroc de Ia familia
Amphipyrinae, que comprende a los insectos de cuerpo blando,
alado, cublerto Incluso en los apéndices por escamas pigmentadas.
Las larvas son orugas que, por o regular, se alimentan de maferia

vegetal; los aduitos comen poco ¢ nada (Barnes, 1968)

Su distribucidon es muy ampha, ocurre en todas las zonas
productoras de maiz Su presencia y danos nan sido consignadas en
entidades comoe Baja Cabforma, Sonora, Sinalca, Micheacan,
Durango, Puebla, Hidaigo, Guerrero, Chiapas., México, San Luis
Potosi, Oaxaca, Quintana Roo, Yucatan, Guanajuato, Nayarit,

Tameaulipas, Campeche, Chihuahua, etc (Saninet internet, 2001)




2.5.2. Ciclo de vida de Spodoptera frugiperda en el campo

La hembra deposita los huevecilios en grupos de hasta 300 unidades
sobre el follaje (Figura 1) E! pericdo de incubacidon llega a variar
entre 2 y 5 dias, con un porcentaje de eclosién de hasta un 80 a 91
% Las larvas pasan por seis estadios. La duracidn larval es de
aproximadamente 21 dias Las larvas de los dos primeros estadios
se alimenian de las hojas, causando dafic en la planta, perc sin
romper el parénquima Las larvas que llegan al cogollo se alimentan
de &l causando unos agujeros de tipo irregular que retrasan el
desarrcllo de la planta Las larvas maduras cortan en e! suelo los
tatlos de las plantulas. Algunas larvas grandes logran peneirar a la
mazorca, destruyen los grancs y favorecen la entrada de otros

insectos o patogenos (Santnet internet, 2001)

Cuando estan bien desarroliados, las larvas se entierran en el
suelo mas o menos unos 2 5 cm para iniciar la pupacién Esta se
realiza en un término de 15 dias y una vez formada, se desarrolia
durante 7 a 13 dias. En el términc de dos semanas, cuando el adulic
emerge de la pupa, busca el camino hacia la superficie ¥y un nuevo
enjambre de palomillas emerge de [a tierra. Este comportamiento se
ha observado en el campo dos o ires horas después del crepusculo y
se mantiené hasta la medianoche Aparentemente los adultes no se

aparean la prnimera noche Se han capturado hembras y machos

12




cuando se estan aiimentando poco después de que han emergido, io
gue hace suponer que la primera noche de sus vidas {a dedican a
alimentarse Después de esto, generalmente vuelan a gran distancia
antes de poner sus huevecilos Los adultos pueden vivir entre 8 y 17

dias y tienen habitos nocturnos (Metcalf y Flint, 1965; Sparks, 1979).

Figura 1. Ciclo bioldgico de Spodoptera frugiperda A) Masa de huevecillos; B)

Vista de un huevecillo; C) Larva, D) Pupa, E) Estado adulto {palomilla)



2.56.3. ESTUDIO DEL RITMO CIRCADIANO EN Spodoptera

frugiperda

En un estudic preliminar {(Miranda, et al. 1997), se cbservo que la
palomilta de S frugiperda presenta un claro ritmo circadianc de
actividad locomotora en condiciones constantes de oscuridad asi
como en ciclos luz-oscuridad (LO), donde muestra una actividad
tipicamente nocturna, lo cual nos permite considerar a este rntmo
como un buen indicador de la organizacidon circadiana en este

insecto.

3. VARIACIONES EN CONDUCTA Y SOBREVIVENCIA EN
ANIMALES ALIMENTADOS CON VARIEDADES RESISTENTES DE

MAIZ

Estudios realizados en larvas de la especie Helicoverpa zea (Boddie),
el "corn earworm”, muestran que al ser alimentadas con dietas gue
contrenen estigmas (veliosidades del maiz) de variedades resistentes
de maiz Zea mays, la talla tanto del estado larval como de la pupa
decrecen considerablemente a los nueve dias de desarrollo, mientras
gue el periodo de  desarroflo de ia pupa incrementa
significativamente Ademds, cuando se aumentd la cantidad de maiz

resistente a la dieta se prolongd el penode de desarrollo de los
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estadios larvales Los animales alimentados con variedades
intermedias y resistentes de maiz presentaron una reduccion
significativa de la anchura de ia capsula en la cabeza de la larva.

{Wiseman e Isenhour, 1891, Wiseman ef al 1892)

En otro estudio, las larvas de Spodoptera frugiperda criadas a
20°C y alimentadas con una dieta a base de frijol pinto que contenia
diversas variedades de maiz (con diferenies grados de
susceptibilidad y resistencia} mostraron diferencias significativas en
el tiempo de desarrollo, peso de pupas y duracidon de tos estados
desde larva hasta emergencia de adultes. Las larvas no alcanzaron el
estado de pupz en las concentraciones mas altas de los estigmas en

la dieta (Wiseman e Iserhour, 1991)

Por otra parte, Yang ef @/, {1993), determinaron el papel de [os
lipidos cuticulares y la estructura de la superficie cuticular en
genctipos de maiz con vanabilidad en resistencia a las larvas de
Spodoptera frugiperda Los autores reportaron que existe preferencia,
de parte de las larvas, por las hojas altas en las que se han removido
los lipidos cuticulares sobre las hojas no tratadas de los dos
genotipos, ademas, mostraron mas aceptacion del follaje no tratado
gque del extracto cluoroformico del follaje Las larvas recorrieron

distancias mas grandes y Se moviergn mas rapidamente cuando

—
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estaban en las hojas altas de la planta que cuandc estaban en las

bajas y se movieron méas cuandc estaban en el envés que en ¢l haz

Estos antecedentes demuesiran que hay una estrecha relacidn
entre el consumo de determinadas sustancias contenidas en la planta
y el comportamiento que el insecic Hitofago exhibe. Pero sobretodo
hacen evidente gue no se ha explorado suficientemente la expresion
n las variaciones del ritmo de actividad locomotora en los insectos
que provocan grandes pérdidas econémicas en los cultives vegetales
Por consiguiente, existe la oportunidad de imiciar un campo de
investigacidn que permita conccer 08 parametros y el funcionamiento
del reloj biolégico en estos animales, y ia forma en ¢émo Interactdan
con las plantas hospederas Es muy impoertanie  aprevechar vy
sistematizar el conocimiento que se& tiene de las respuestas de
defensa quimica que las plantas han desarrollado en contra de las
plagas que las atacan y la manera en que sstos anmmales van
generando patrones de comportamiento que estan regidos por el
sistema nervioso, y por lo tantc seran expresados por el relo)

biologico

En el caso particular de Spodoptera frugiperda existe la
posibiidad de determinar si durante la fase de larva y adulto se
presenta alguna diferencia en fa expresion del ritme circadiano de

actividad locomotora cuando el crganismo es alimentado con una
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dieta que contiene una linea de maiz resistente a su ataque, en

comparacién con una dieta a base de maiz control {susceptible)

Los resuliados que con esto se obtengan seran la pauta para
buscar cual es la sustancia {o sustancias) que se encuentra en el
maiz resistente y la forma en como interflere en el sistema nervioso

de S. frugiperda




4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En estudios realizados scbre la resistencia de diferentes variedades
de maiz con larvas de Spodoptera frugiperda se observd que la iinea
de maiz CML 67 desarrollada en el Centre Internacional de
Mejoramiento de Maiz vy Trigo (CIMMYT) presenta menor dafio al
ataque de S. frugiperda bajo condiciones de infestacion artificial con

larvas neonatas (Mihn, 1983}

Por medio de perfiles cromatogréficos, realizades por Guevara
et al. {1988), se determind una mayor concentracidn de flavonoides
en la linea de maiz CML 67, resistente al ataque de larvas de
Spadoptera frugiperda que en oiras lineas con mayor susceptibilidad

al ataque de este organismo

En un trabaje preliminar, la comparacion del Ritmc Circadiano
de Actividad Locomotora {RALM) en la palomulla de S, frugiperda
mostrd diferencias en sus caracteristicas de penede y relacidn de
actividad/reposo (a/p} entre animales alimentados con una dieta
conirol y otra gque contenia la variedad de maiz CML 67 {(Miranda-
Anava, ef gl , 1997} Sin embargo, las diferencias del ritmo circadiano
de actividad locomotora entre ios animales alimentados con distintas

dietas en estadipos de larva no fueron considerados
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E! analisis de las caracteristicas del RALM en Spodoptera
frugiperda en animales alimentados durante e! desarrollo con dieta
control y las posibies diferencias con animales alimentados con dieta
que contenga la variedad de maiz resistente a la infestacion CML &7
nos puede ayudar a entender si esta linea de maiz presenta alguna
sustancia o sustancias que pudieran tener un impacto directo o
indirecto en el sistema circadianc de S frugiperda desde estadios

prepupales



5. HIPOTESIS DE TRABAJO

S| las caracteristicas generales del RALM en Spodaoptera
frugiperda, alimentadas durante el desarrollc con una dieta
control son diferentes a ias observadas en animales
alimentados con una dieta en la que se suministré la linea de
maiz resistente (CML 67), entonces es posible cansiderar
gue en ésta ultima existan sustancias activas que pudieran
modificar las respuestas del sistema circadiano en este

insecto.
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6.1. OBJETIVOS GENERALES

Caracterizacién del ritmo circadiano de actividad locomotora
en la larva y el adulto de Spodoptera frugiperda en
condiciones de oscuridad constante vy ciclos de luz/escuridad

12 12

Comparar las caracteristicas anieriores entre larvas vy
palomillas de Spodoptera frugiperda alimentadas con una
dieta control v aquellas alimentadas con una dieta a base de

fa linea de maiz CML 67
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8.2. OBJETIVOS PARTICULARES

Conocer los periodos del rtmo circadiane de actividad
locomotora en larvas y adultos de Spodoptera frugiperda
alimentados con la dieta control vy la experimental en

condiciones constantes de oscuridad.

Analizar si el RALM de larvas y adultos alimentados con la
dieta control y la experimental puede sincronizarse a ciclos

LO 12 12.

Analizar los porcentajes de actividad diaria que presentaron
larvas y adultos de Spodoptera frugiperda alimentados con la
dieta control y la experimental en los registros de actividad

locomcteora




7. MATERIAL Y METODO

7.1. OBTENCION Y MANTENIMIENTO DE LOS ANIMALES

UTILIZADOS

Los organismos fueron cbtenidos a través del banco de crianza en

masa de estos insectos del Programa de Maiz del CIMMYT

Una vez obtenidas [as larvas neonatas dentro de ia dieta
artificial empleada por el Centro, se le suministraron las hojas secas
finarmente molidas de la linea CML 67, tas cusales fueron colectadas
dos semanas después de haber sido infestadas en campo. En las
cajas que contenian la muestra problema se cclocaron las larvas y
se mantuvieron a 27 ° C y 85 a 70 % de humedad relativa y luz

continua

La dieta control utihzada para depositar los huevecillos
fecundados vy el postertor desarrollo de fas larvas fue una

modificacién de la dieta reportada por Davis en 1987 (Minh, 1983)




INGREDIENTE CANTIDAD

B Agua - 8 Lts
B Agar -100 g
B Dieta (Pre-mix diet)* -600 g
B Maiz opaco molido - 1000 ¢
B | evadura -400 g
B Mezcla de vitaminas comercial -100 g
M Polvo de espiga esterl -200g
B Neomycin sulfato -8 o]
B Metil p-hidroxibenzoato -17 g
W Acido propionico -57 ml
B Formaldehide -25 mi
W Acido sorbico -17 g

* Bio Serv, INC. Frenchtown, NJ

Para ia elaboracién de la dieta con la linea de maiz CML 67
(que muestra resistencia al ataque de Spodoptera frugiperda)
empleada en el presente trabajo, stlo se modifico el maiz opaco
molido para que correspendiera a dicha iinea de maiz Ningun otro

ingrediente fue modificado

Después de 2 semanas se transporiaron al Laboraterio de
Neurofisiclogia Comparada de la Facultad de Ciencias, donde se

realizaron los registros de actividad locomotora



7.2. DISENO EXPERIMENTAL

Se tuvieron dos lotes experimentales de larvas y palomilias
1 Alimentadas con dieta preparada de la linea de maiz control

2 Alimentadas con dieta preparada de la linea de maiz CML 67

En el laboratorio, antes de entrar al registro, las tarvas fueron
mantenidas en cajas transparentes de pldstico y el alimento fue
proporcicnado af fibitum E! fotoperiodo se mantuvo a 1212 (LOY cen
encendido de la luz & las 7:00 h y apagado a las 19:00 h La luz fue
aplicada mediante el uso de lamparas de halogeno Philips PL*9 de 9
watts que se mantuvieron en fa parte superior de cada gabinete, de
tal manera que por cada dos camaras de registro habia una lampara
con una intensidad de 500 luxes al nivel donde se encontraban {as
larvas, en camaras aisladas donde la temperaiura se mantuvo entre

20y 23 °C
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7.2.1. SISTEMA DE REGISTRO DE ACTIVIDAD LOCOMOTORA

7.2.1.1 LARVAS EN REGISTRO

Las larvas de Spodoptera frugiperda, con una edad estimada de dos
semanas de vida que corresponde a los estadios de mayor actividad y
apetito, fueron colocadas en cajas de vidrio individuales para
registrar la actividad locomotora. Las cajas de forma rectangular
(Figura 2}, median 20x7x10 cm y estaban equipadas cen un acrilico
separado por 1.5 ¢m de la base de vidrio. En la parte inferior de la
camara se encantraban cuatro sensares infrarrajos coiocados a una
distancia de 5 ¢m entre cada uno, mientras que en la cara opuesta de
la caja se encontraba una serie de fotodiodos con un pice de emisidon
de 900 nm que emitian radiacidon infrarreja hacia los sensores, a su
vez, el sensor correspondiente emite una sefal a un circuito analogo
gue genera una sefal de voltaje, Dicha sefial fue almacenada en una
computadora, que disponia de una base de captura de datos
agrupados en blogues de 20 min  Asimisme, se restringid el
movimiento de la oruga a una zona de 4x12 cm con una malla

metalica sellada, correspondiente a la ubicacién de los sensores

A cada una de las czjas de registro, se anadid  alimento

humedecido en los bordes de la malia metalica sin interferir con 1os

sensores Para mantener la humedad relativa aita, se agrego agua
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en el espacio que existia entre el acrilico y la base de la camara de

registro.

wendifader
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Figura 2. Dispositivo de registro de actividad locomotora para larvas de
Spodoptera frugiperda Se muestra el modele de la caja de registro
individual (A) y la camara donde se registraron simultaneamente varios

animaies {B).

Los registros se desarrollaron bajo las siguientes condiciones.
un grupo de amimales estuvo sometide a condiciones constantes de
oscuridad (0O0), mientras gue el otro se mantuvo en condiciones 12 h
tuz / 12 h oscurndad (LQ). de acuerdo con el siguiente disedo

experimentatl




Tabla 1. Protoceolo expernimental de larvas

OSCURIDAD CONSTANTE

CICLO LUZ + OSCURIDAD

*

Larvas alimentadas con dieta

que contenia linea de maiz

control
* Larvas alimentadas con diesta
que contenia linea de maiz CML

67

*

Larvas alimentadas cen dieta

que contenia linea de maiz

control
* Larvas alimentadas con dieta
que contenia linea de maiz CML

57

El
estadio de pupa o morian, lo gque

aproximadamente

registro se mantuvo hasta que

las larvas alcanzaron el

represento entre tres y ocho dias

23
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7.2.1.2. PALOMILLAS EN REGISTRO

Para obtener los registros individuales del vuelo de las palomiilas
desde el momento de ia emergencia, se emplearon camaras
verticales de vidrio transparente (Figura 3), y en cada una de ellas se
colocd una pupa Los diodos y sus respectivos sensores estaban
dispuestos en forma de “zig-zag” con una separacion de 7 cm entre
ellos Las cajas estaban cerradas con una tapa de widrio
transparente La captura de los daios se realizé de la misma forma
gue en el caso de las larvas. Se dispuso una porcion de alimentoc en
unz esquina de !a base y se mantuvo humedecida durante todo el

registro con ayuda de una pipeta.
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Figura 3. Dispositive de registro de actividad locomotora de palomillas de
Spodoptera frugiperda. Se muestra una caja para individual (A) y la forma

en c6mo se acomodaron dentro de los paneles de registro (B)

Los organismos adultos de § frugiperda fueron sometidos al
mismo protocclo usado con las larvas (tabla Il). Con la diferencia que
despues del cuarto dia de haber emergide, el ciclo LO fue adelantado
por seis horas {LO 0100 - 1300) y en algunos casos fue posible

realizar nuevamente un refraso de seis horas en el cicio (LC 07-18)

Se registraron Individualmente 15 grganmismos de  forma

simultanea en 8 gabinetes
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Los grupos de registro fueron los siguientes

Tabla il. Protocolo experimental de palomillas

OSCURIDAD CONSTANTE

CICLO LUZ / OSCURIDAD

* Paiomilias alimentadas con dieta

que contenia la linea de maiz

cantrol

* Palomillas alimentadas con dieta

que contenia la linea de maiz

CML 67

* Palomilias alimentadas con dieta

gue contenia la iinea de maiz

control

* Palomillas alimentadas con dieta

gque contenia la linea de maiz

CcML &7




7.3. ANALISIS DE DATOS

Los datos obtenidos fueron analizados en forma de actogramas de
doble grafica por medio del programa TAU {Mini-Mitter Co , Inc.). El
ritmo circadiano de actividad locomotora fue evaluado medianie el
periodograma de Enright modificade de X% (Sokclove y Bushell,
1978) Fueron considerados ritmices los periodos con p<0.05, el
nivel de significancia no se muestra en los periodogramas

presentgdos en este trabajo

El actograma es una representacion grafica del registro de
actividad locomotora, y que, para observar con mayor efectividad la
ritmicidad, repite al lade 1zquiterdo la misma imagen, pero recorrida un
ciclo, sobre la escala de las ordenadas. S la ntmicidad s mayor al
periodo propuesto, la definicion de actividad en la imagen presentara
una pendiente negativa, mientras que s1 es menor, exhibird una
pendiente positiva Este método permite apreciar el pericdc y la fase

del ritme de aclividad (Vega, 1983)

De acuerde con  Aschoff {(1881), en la sincromizacién, los
relojes broiogicos ajustan su periodo de oscilacion t al periode del
nimo ambiental T de (al forma que e! periodo del ntmo endégenc

sincronizado t = T Ademas se establece una relacion o angulo de

(3]
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fase constante enitre la fase (¥) del ritmo enddgeno y el
sincronizador, la cual depende de la Intensidad del estimulo
sincronizador y la relacion de fase entre © y T. Para determinar la
reiacion de fase entre le inicio de actividad y el ciclo LO en las larvas
y palomillas se calculd manualmente la hora del nicio de actividad vy
su relacién con el encendido de la luz para las larvas v el apagade de
la luz para las palomillas, en los actogramas correspondientes por
cada dia de registro, posteriormente se les asigno un valer positivo o
negativo respecto a la fase del sincronizador, promediaron los
resultados y se les aplicd una prueba de t de student para muestras

no pareadas.

El periodograma es una técnica que permite estimar el periodo
que presentan los componentes encargados de determinar la
periodicidad de un fendmenc. Para Enright (1981), consiste en tomar
a intervalos regulares de tiempo una cantidad razonable de
medicionas (por ic menos una serie de tiempo de tres ciclos), para
TECONOCET $i exisie un componente ritmico en el penodoe (P) en estos
ciclos, 2 través de la obtencidn de los  valores de desviacion
estandar de dichas mediciones La grafica que se construye a partir
de estos valores s conocida como pericdegrama de Enright Una
prueba estadistica de X’ (donde se emplea la serie de medias de la

actividad) permite calcular un periodograma X" con buena resolucian

el




y con un nuimero de datos relativamente bajos (dos o tres

ciclos)considerando la varianze {Vegs, 1893}

El periodograma permite conocer los periodos de oscilacion de
una serie temporal considerando los puntos de medidas equivalentes
en ciclos consecutives, para lo cual resulta indispensable que haya
equidistancia entre dichos datos. Cuando en una serie temporal esta
presente una recurrencia pernddica, la suma resultante de las
desviaciones estéandar de cada valor de la serie sera pequefa, pero
st hay una gran variacién entre las desviaciones estandar el resultado
dara un valor muy elevado (Benedito, 1997) De este proceso sdlo
fueron considerados los periodos ocurrentes entre 10 y 30 h con

picos significativos p<0.05

En el estudio de los ritmos biolégicos, la fase es considerada
como el momento en el cual un evento particular ocurre dentro de un
ciclc Como puntos de fase de refencia pueden ser empleados el
inicio de actividad, el pico maximo o minimo de actividad, fin de
actividad, etc. Asumiendc que el periodo del ritmo es estable, la fase
de referencia tendra una varnanza minima en los valores de los
periodos ciclo a ciclo IPor ejemplo, Ia varianza de un c¢iclo sencillo
que estima €l periodo, estd basada en el inicio de actividad

locomotora como el evento de referencia y comunmente presenta una
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menor variacién gue cuando es empleado el fin de actividad {Enright,

1981)

Los parametros de afp fueron censiderados en cada registro
usando la curva promedio de actividad obtenida del pericdo
dominante por medio del programa TAU. El inicio de o corresponde al
valor en que la curva promedic alcanza valores por encima del valor
medio de actividad y termina cuando los valores son inferiores a

dicho valor medic {Ver figura 4}.
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Fig 4 Esta imagen muestra los principales parametros considerados en el

estudio de 108 nitmos circadranos




Se revisd ademas la variacién en el porcentaje de actividad que
los organismos presentaron a lo largo de todos los dias de regisiro,
estos valores fuereon calculados por el misme programa TAU, que
ubica el dia de mayor actividad que es considerado entonces, como
el 100% y a partir de este valor se obtienen los porcentajes de los
dias restantes, esto con el fin de conocer cémo fus el
comportamiento de los animales en registro Con esta informacién se
realizaren graficas que comparaban el dia del regisiro con el

porceniaje de actividad del animal.

Los datos de los periodos obtenidos entre |los diferentes grupos
fueron comparados medianie la prueba de t de student para grupos
no pareados, vy los valores p < 0.05 fueron considerados para defimir
diferencias significativas. Ademéas en agquellos grupos donde la
varianza fue notablemente diferente se usd una prueba de F (Fisher},
la cual permite conocer la probabilidad de que las varianzas de dos
grupos de datos no presenten diferencias significativas Se emplea

para determinar si las varnanzas de dos muestras son diferentes




8. RESULTADOS

8.1. ACTIVIDAD LOCOMOTORA DE ANIMALES ALIMENTADOS
CCN DIETA CONTROL

8.1.1. LARVAS EN OSCURIDAD CONSTANTE (0QO)

La figura 5a es un actograma gue muesira un registro tipico de la
actividad locomotora de uno de les organismos del grupo control que
presentaron ritmicidad circadiana Cada barra cencentra la actividad
detectada durante 20 minutos y su magnitud es resultado de la
cantidad de actividad locomotora que presentd el animai La
actividad es notablemente maycr en el primer dia, decreciendo

gradualmente en los dias siguientes

En la figura (5h) se presenta el pericdograma correspondiente
de X% el cual muestra varics picos de actividad, pero sélo hay uno

que sobresale notoriamente con un valeor correspondiente a 29 2 h.

De las larvas de Spodoptera frugiperda alimentadas con una
dieta a base de una linea de maiz conirel (n= 2) vy mantenidas en
condiciones constanties de oscuridad {(CQ0), ocho mostraron una
actividad ritmica. con un periode promedio (I error estandar) ¢e 26 3
i 078 horas {Tabla 1) El valor promedic de «/fp obtemido de este

grupoe fue de 7 9 « 2 03
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Al considerar la cantidad maxima de actividad en cada regisiro
come el 100% y comparar proporcionalmente la magnitud de la
actividad en el resto de ios dias de registro (Figura 6) se observd que
la actividad de los organismes se mantuve constante durante los
primeros seis dias previos a la pupacién, pero en el séptimo

disminuye para incrementarse nuevamente los dos dias siguientes.

Los registres de las larvas de S. frugiperda por lo general no
fueron de larga duracién (entre tres y seis dias aproximadamente),
pues iz mayoria iniciaba la pupacion interrumpiendo &l registre de

actividad.
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pertedo sigmficativo on 29 2 h (var
texto)

Tabla il
Larvas en QQ, dieta control

N= &

Armmal Periodo
1 25.2
2 21.6
3 26.6
4 26.2
5 27.2
6 27.8
7 26.6
8 29.2
9 13.2
Con ritmo circadiano n= 8
X{t)=26.3+078h

Periodo del riimo de actividad loccomotora en

| iarvas de Spodoptera frugiperda

i Larvas en OO con dieta control

| . 80
. E L5080
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z 20 |
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dias pre pupacidn

Figura 6. Grafica que muestira el porcentaje
de actividad por dia en ¢l grupo de larvas
de Spodoptera frugiperda Las barras
corresponden al error estandar.
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8.1.2. LARVAS EN LO

En ia Figura 7a $e presenta un actegrama tipica correspondiente a un
individuc de este grupo, en donde se observa que al primer dia la
iarva muestra actividad en la fase oscura del fotoperiodo, pero

después de un ciclo, el animal ajusta su actividad a la fase luminosa.

Las tarvas de! grupo conirol mantenidas en condiciones LO
(12 12) estuvieron en registro entre cuatrc y cinco dias
aproximadamente. De 22 animales, s6lo un organismo presentd una
marcada actividad locomotora nocturna con un periodo exacto de 24
h {no se muestra figura), mientras que cinco animales mostraron una
actividad locomotora diurna con un pericde de 23 68 0 11 h, {Tabla
IV). El periodograma correspondiente (Figura 7b) muestra un pico
ampilic gue nicia a las 20 h y se mantiene hasta !as 26 5 h, donde
dorima un pico de 23.8 ©h El resic de los animales no respondid al
fotoperiodo y tuvo actividad constante durante las fases luminosa y

ascura La relacion ofp observada en los animales que ajsutaron al

ciclo LO fue de 515 + 0 96

En la figura 8 se mueslra la grafica del porcentaje de actividad
de este grupo experimental, donde es posthble observar que Ia
variabihidad en la actividad disminuye debido posiblemente & que el

ammal nicié la etapa de pupacion
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a)
Tabla IV
]L Larvas en LO, dieta control
1 -l
N= 22
IL ' Animal Periodo
2 | . ) g - 1 24.4 D
o 2 23.2 D
g 3 242 D
g .l s 4 23.8 D
< 5 23.2 D
R 6 24 N
- |
4 : -l Diurnes (D)= 5
X{ty=23.6+£4Q.11 h
Nocturnos (N)= 1
5 1o hl J.ll 1-1.
Pericdo del ritmo de actividad locomoiora
en larvas de Spodopfera frugiperda.
& _J._; ak
0 24 48 — - !
| Larvas en LO con dieta control !
b) 120 - 3 l
238 1
100
| =
80 \ ]
=
60 | g
. |
< ! |
40 X -6 :
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Penado (h) de actividad por dia en el grupo de larvas
de Spodoptera frugiperda en ciclos LO. Las
Figura 7 barras corresponden al error estandar.
a) Actograma del registro de actividad
locomotora de una larva de
Spodoptera frugiperda en ciclos LO
(12 12), desarroliadas con dieta
control La barra superior indica tos
momenios de encendido y apagado
de la iuz
b) Periodograma correspondiente  al

actograma antenor  Se ndica ¢l
penodo significative on 23 8 b (ver
texto)




8.1.3. PALOMILLAS EN QOO

La figura 2a muestra un actograma representative de una palomilia
del grupo control en OO0 E! regisiro abarca nueve dias, donde es
posible observar un periode menor a 24 h El pericdograma
correspondiente (figura 9b) muesira varios picos, entre los cuales &l

mas alto de éstos tiene un periodo de 23 h.

Todas las palomilias {n= 12) alimentadas con una dieta a base
de ung linea de maiz control exhibieron un ritmo circadiano con un
periodo de 255 % 0.7 h La mayoria de estos registros se
mantuvieron entre & y 10 dias. La relacidn de afp promedic en

animales de este grupo fue de 0.49 = 0 08,

En algunos registros se observé que de manera espontanea
ocurrian cambios de fase durante la oscilacion en 00 En este

ejemplo, se observa un retrasc de la fase al quinto dia de registro

La figura 10 sefala el porcentaje de actividad gue mostré este
grupo experimental, donde fos organismos presentaron una actividad
constante los primeros cinco dias después de la emergencia,

aumentaron levemente dicha actividad los siguwentes dos dias, para
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a) Actograma de la actividad
ilocomotora de una palomilla de
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Tabla V
Palomillas en OO, dieta control

N= 12

Animal Periodo
1 26.4
2 29.2
3 22.6
4 24.4
5 23

& 26.8
7 26.6
8 22

9 29.4
10 23.8
11 26.4
12 25.6

Spodopiera frugiperda cn QO,
dieta control

Periodograma  correspandiente  al
actograma anterior Se ndica el
perrodo significativo de 23 h (ver
texio)

con

C_on ritmo circadiano= 12
X{t)=255x20.7h

J

Periodo del ritmo de actividad logomotora
en palomillas de Spodoptera frugiperda.

R — S

Palomillas en Q0 con dieta

control
| 80 ‘
' 8 &g 1
R i i
2 40 |
[+
S 20 ‘
S
Q0 | . . , .
1 2 3 4 5 ¢ 7 8 9 10
dias posteclosidon
Figura 10 Grafica que muestra el

porcentaje de actividad por dia en el grupo
de palomiias de Spodopfera frugiperda en
0O. Se muestra en barras el error
eslandar.
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8.1.4. PALOMNH.LAS ENLO

la figura 11a muestra un actograma tipico para una palomilla con
actividad locomotora nocturna El registro se mantuve a lo large de
15 dias y durante los primeros tres dias el animal se ajusto
Inmediatamente a la fase oscura del ciclo LO. Al cuarto dia, cuando
ocurre un avance de seis horas del fotoperiodo, el orgarismo ne
parece requerir de ciclos transitorios para reajustarse de forma
rapida y precisa a la nueva fase impuesta. En un siguiente retraso de
seis horas del ciclo LO al dia diez, se observd que el animal requirid
esta vez de dos ciclos iransitorios para ajustarse a la nueva fase
impuesta por el sing¢ronizador E| periodograma correspondiente
(figura 11b) entre los dias siete y 12 presenta un pico predominante a

las 24 h, entre otros de mayor periodo

Del total de los remistros obiemdos de palomillas alimentadas
con la dieta contrel y mantenidos en ciclos LO {n= 12), 9 presentaron
actividad locomotora nocturna con un periodo de 23.8% + 0 008. En
ningun casc se observo actividad lecomotera diurna vy los tres

restantes no lograron ajustarse al fotopericde (Tabla VI)

El tiempo que duraron estos registros abarca hasta 18 dias No

en todos fue posible hacer el segundo cambic de fase del ciclo LO,




pero en {os que se fogrd generaimente es por medio de retrascs que
el animal busca ajustar su reloj con el sincrenizador, vy no le toma
mas de tres transitorios el lograrlo. La relacian afp promedio en

condiciones estables de sincronizaciéon fue de 1 + 0 2

Se muestra en la figura 12 el porcentaje de actividad obtenido
de estos animales a lo largo del registro y es evidente que la
actividad se mantuvo constante durante los primeros diez dias de
registro hasta que a partir del dia 11 y 12 la actividad se presentd
con una notable variabilidad denoctada con la amplitud del error

estandar correspondiente.
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Figura 11
a) Actograma de la actividad
lgcomotora de una peatomiila de
Spodoptera frugiperda en ciclos
LO, ahmentada con dieta control
Se senalan los puntos donde se
reahizd cambio de fase de sels
heras en el folopericdo
b) Pericdograma correspondiente  al

aclograma anterior

Tabla VI

Paiomillas en LO, dieta control
N= 12

Animal Periodg
1 23.6 N
2 24.6 N
3 24.0 N
4 23.4 N
5 24.2 N
6 23.8 N
7 23.8 N
8 23.8 N
9 23.8 N
i0 21.6
11 27.6
12 27.6

Nocturnos (N)= 9

X (t)=23.8+0.009h
No se ajustaron al
fotoperiodo= 3

Periodo del ritmo de actividad locomotora
en palomillas de Spodoptera frugiperda.

-y

Palomillas en LO con dieta control

‘ 100
| € s0 ‘\

T 60
i3 40 ‘
‘ T 20 |

B

: 1 3 5 7 9 11 13 15 17
i dias post eclosion
I
Figura 12. Grafica que muestra el

porcentaje de actividad por dia en el grupo
de palomillas de Spodoptera frugiperda en
L.O Se muestra en barras el error
estandar.
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8.2. ACTIVIDAD LOCOMOTORA DE ANIMALES ALIMENTADOS CON

DIETA QUE CONTENIA LA LINEA CML 67

8.2.1. LARVAS EN OO

En la figura 13a se presenta un aciograma de un regisiro tipico de
este grupo de animales en 00, se nota ciaramente que la actividad
se presenta de manera 1rregular, incrementando hacia los Uitimos dos
dias de registro. En la figura 13b, el periodograma correspondiente

muestra un pico circadiano correspondiente a © = 29.8 h.

Los registros tuvieron una duracion de aproximadamente cinco y
ocho dias. Todos los organismos (n= 8) alimentados con dieta a
base de la linea de maiz CML 67 presentaron un pericdo promedio de
28.6 £ €41 h en oscllacidn espontanea (Tabla VI, el cual es mas
large que en el grupo control en condiciones similares E! valor del
periodo obtenido es significative, aunque visualmente no se aprecia
en mngdn registro un ritmo claro. La relacion af/p promedio en

animales de este grupc fue de 2 14 # 0 8

La figura 14 corresponde a la grafica del porcentaje de
actividad de estos animaies. v es posible notar que la actividad en los

primeros cinco dias va disminuyendo, pero a partir de! sexto dia



antes de que ios organismos comiencen la etapa de pupacién hay un
incremento en [a actividad, la cual alcanza un punto maximc en el
séptimo dia, y para el octavo vuelve a disminuir hasta llegar a cero,
consecuencla posiblemente de gue las larvas estaban ya en etapa de

pupa.
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Figura 13.

a) Actograma de la actividad
locomotora de una larva de
Spodoptera frugiperda en GO,
alimentada con la dieta a base de la
linea de maiz CML 67

b) Periodograma correspondiente al

actograma anterior Se ndica el
pcriodo sigmficative de 29 8 h (ves
texto)

Tabla Vi

Larvas en QOQ, dieta con linea de maiz
CML 67
o

N= 6

Animal Periodo
1 27

2 28.8
3 28.6
4 28.2
5 29.6
6 29.8

§0n ritmo circadiano n= 6
X{(ty=286x041h

_Periodo del riimo de actividad locomotora

en larvas de Spodgptera frugiperda.

|
| Larvas en QQ con dieta resistente

150
®
o 100
1 L
=
L2 50
o
i o
! . 0
-10 -5 0
: dias pre pupacion
I
Figura 14 Grafica que muestra el

porcentaje de actividad por dia en el grupo
de larvas de Spodoptera frugiperda en CO.

Se muestra en barras el error estandar.
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8.2.2. LARVASENLO

De las larvas alimentadas con una dieta a base de maiz de la linea
CML 67 (n= 9), solo tres animales lograron ajustarse a |os ciclos LO
de los cuales uno se muestra en la figura 15a, donde se t_:bserva que
en los cuatro primeros dias del registro la actividad inicia antes del
encendido de la luz y durante el quinto y sexto dia la actividad
disminuye hasta ser casi imperceptibie. E! periodograma
correspondiente (figura 15b) muestra picos significativos entre |as 20

y 30 h, entre los cuales existe un pico de 24.1 entre otros

Los otros seis organismos de este lote experimental no fueron
capaces de ajustarse zl fotoperiodo y mostraron un periodo promedio
de 26.1 + 1.14 (Tabla VIII). La figura 16a corresponde a uno de
estos animales, donde es posible observar la forma dispersa en que
se presentd actividad tanto en la fase luminosa comeo en la oscura
durante los siete dias de reqistre El respectivo periodograma (figura
16b) sefala un pico significativo con un periodo de 19.2 h La

relaciéon alp promedio en ammales de este grupo fue de 5 04 + 2.6.

La figura 17 indica el correspondiente porcentaje de actividad
que mostraron estos animales, nc $e observan varnaciones muy
intensas los primeros cuatro dias, perc se pierde cas) por compieto fa

actividad en el guinto dia, y vuelve a incrementarse el sexto, mientras
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gue en al séptimo solo logrd llegar un organismo gue incrementd su

actividad.
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Figura 15
a) Actograma de ‘a acthividad
locomotora de una larva de
Spodoptera  frugiperda  en LO.
alimentada con la dieta a base de la
linea de mairz CWL 67
b) Periodograma correspondiente al

actograma anternor  Sc ndica el
perniodo sigarticativo en 24 1 b
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Figura 16
a} Actiegrama de la actividad locomotora
de una larva de Spodoptera frugiperda
en LO, alimentada con la dieta a base
de la linea de maiz CML 67, donde se
obseva que no hay una clara respuesta
al fotoperiodo
) Peuodagrama cottespondiente al

aclograma anterior Se indica el periodo
sigmificativo de 19 2 h,



Tabla Vill

Larvas en LLO, dieta con linea de

maiz CML 67
it

Periodo
27
26
24.4
i9.2
29.4
30
23.6
28.4
241 D

8

N= 9

Animal

i

2

3

4

5

6

7

8

9

Diurnos (D)= 1
Mo se ajustaran
al fotoperiodo=
X(ty=261+1.14h

Periodo del
locomotora en
frugiperda.

ritmo de actividacd
larvas de Spodoptera

Larvas en LO con dietaresistente

actividad (%}

-8 -6 -4 -2 0

dias pre pupacién

Figura 17. Gréfica que muestra el
porcentaje de aclividad por dia en el grupo
de larvas de Spodoptera frugiperda en LO

Se muestra en barras el error estandar.




8.2.3. PALOMILLAS EN OO

La figura 18a corresponde a un caso tipico de este grupo, donde se
observa un ritme con fase estable de actividad a un periodo de 23 6

h (figura 18b).

La totalidad de las palomillas (n= 8) criadas durante el
desarrollo con dieta a base de maiz CML 67 en fotoperiodo completo
mostraren un ritmo circadiane con un periodo promedio de 25.17 +

0.68 h (Tabia IX)

El tiempo en el que estos registros se realizaron varia entre 4 y
17 dias. La figura 19 indica el porcentaje de actividad que mostraron
los animales de este grupo a lo largo de los dias que durd el registro
y se nota gue en e} primer y segundo dia de registro la actividad es
intensa, después disminuye y sélo se incrementa el dia doce, para
decaer nuevamente en los siguientes dias La relacion afp promedio

en animales de este grupo fue de 0 33 + 0 8.
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Figura 18
a) Actograma de la actividad
locomotora de una palomilla de
Spodoptera  frugiperda en 00,

b)

alimentada con la dieta a base de la
linca de maiz CML 67

Periodogiama  correspondiente al
actograma antenor Se ndica dos €l
periodo significativo en 23 6 h

Tabla IX
Palomillas en QQ, dieta con linea de
maiz CML 67

Perigdo

23.2
25.6
26.8
24.4
24.6
23.6
24.4
29

oo~y U1 BN

Con ritmo circadiano= 8
X{t)=25.1+0.68h

Periodo del ritmo de actividad lecomotora
en palomillas de Spodptera frugiperda

Palomillas en Q0 con dieta !
resistente
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Figura 19, Grafica que muestra el

porcentaje de actividad por dia en el grupo
de palemillas de Spodoptera frugiperda en

OC Se muestra en barras el error estandar.
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8.2.4. PALOMILLAS ENLO

La figura 20a es la representacién de uno de los organismes que
lograrcn sincronizar, el actegrama refleja una actividad gue inicia
horas después del inicio de la fase luminosa y termina justo despueés
del encendide de la luz. Los niveles de actividad se mantienen
constantes a |o largo de {a noche durante los 11 dias del regisiro E|

periodograma (figura 20b) denota un pico clare 24 h.

Seis de estos registros tuvieron avance de seis horas en la fase
del sincronizader y s6lo fue aprecigble en un caso que se requirid de
un ciclo transitorio para el ajuste a la nueva fase, este animal
presentd un periodograma con un periodo de 24 h (figura no
mostrada) En otro registro, la palomilla de inmediato se ajustd al
nuevo fotoperiodo, pero sclo por dos dias y modificd su actividad
tocomotora de nocturna a diurna  En el resto de los registros con
este cambio de fase, los animales no lograron ajustarse al nuevo
fotoperiodo, pero se aprecian cambics en el inicio de actividad, como
es ¢l caso de |la figura 212, donde después de cinco dias de registro
se cambio la fase del ciclo LO, pero el animal mantuve un dia la fase
previa impuesta por el singronizador, para despues reajustarse vy
tratar de acoplarse a la nueva fase El periodograma correspondiente
(Figura 21b) muestra un pico significativo de actividad con un periodo

de 24 h
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De nueve animales incluidos en este grupe, siele mostraron un
periodo promedio de 24.28 + 0 14 h con una actividad locomotora
nocturna, mientras gque ios dos restantes no lograran ajustarse al
ciclo LO y tuvieron un periodo proemedio de 258 h (Tabla X) La

relacién alp premedio en animales de este grupo fue de 1.03 1+ 0.2

E! tiempo en que se mantuvieron los registras fue de 8 a 15
dias. La figura 22 es la respectiva representacién del porcentaje de
actividad de este grupe de animales a lo largc del registro, no hay

diferencias notorias en la actividad en los primeros dias de registro.
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a) Actograma de la actividad
locomotora de una palomilia de
Spodoptera  frugiperda en  LO,

b)

alimentada con la dieta a base de la
linea de maiz CML 67

Pericdograma correspondiente  al
actograma antenor Sc indica dos ¢!
penodo sigmficativo en 24 h
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Figura 21

a)

b}

Actograma de la actividad locomotora
de una palomilla de Spodoptera
frugiperda en LO, alimentada con la
dieta a base de la linea de maiz CML
87. Se senala el punto donde se realizd
cambio de fase de sels horas en el
fotopenodo.

Feriodograma correspondiente al
actograma anterior. Se indica dos el
periodo sigmficativo en 24 h




Tabla X
Paiomitlas en LO, dieta con linea de
maiz CML 67

N= 9

Animal Periodo
1 246 N
2 24 N
3 24 N
4 24.6 N
5 24.2 N
6 25 N
7 24 N
8 24.5

9 26.8

Nocturnos (NY= 7
X(t)=24.2+0.14h
No se ajustaron

al fotoperiodo= 2

Periodo del ritmo de actividad
locomotora en palomillas de Spodoptera
frugiperda.

Palomillas en LO con dieta
resistente

actividad (%)
N Ao
o oo

1 3 5 7 s 141

dias post eclosién

Figura 22. @Grafica que muestra el
porcentaje de actividad por dia en el grupo
de palomillas de Spodoptera frugiperda en
LO, Se muestra en barras el error
estiandar.



Tabla XI. Comparacién de las caracteristicas del RALM entre larvas
alimentadas con distintas dietas

CONTROL CML 67
RITMO EN QO CLARQ EN OCHO NO ES CLARO
DE NUEVE
PERIODO EN OO * 1= 26.31+£0.78 h =286 + 0.41h
AJUSTE A LO N= 22 N=9
NOCTURNO DIURNO
n=11=24h n=11=24.1h
DIURNO
n=5=2368+0.11h
v INICIO DE LUZ -0.05+1.7h 2.52
afp QO X=7.9+203 X=214+028
alp LO™ X=515+£0.96 X=504x26

* Diferencias significativas al 0.05 % con la prueba de t de student.
** Diferencias significativas al 0.05 % con la prueba de Fisher,

La tabla X! muestra la comparacidon enire las principales
caracteristicas del ritmo circadiano de actividad locomotora de las
larvas alimentadas con dieta control y a base de !a linea de maiz
CML 67, se observan como principales diferencias el periodo en QO vy
las relacicnes a/p entre las condiciones OO0 y LO, asi como la

relacion de fase entre el apagado de la luz y el imicio de actividad

(17}




Tabla Xil. Comparacién de las caracteristicas del RALM entre palomilias
alimentadas con distintas dietas.

CONTROL CMIL. 87

RITMO EN QO 12 DE 12 8 DES8
PERIODO EN OO 1=2565+07h 1=25.17 + 0.68
AJUSTE ALO* N= 12 N=9

NOCTURNO NOCTURNO

Nn=9:=2380%£0008 |n=71=2428+0.14h

h
w INICIO DE LUZ* 0.70 £ 3.6 3430789
alp OO0 X=10.49 £ 0.08 X=033+0.8
alp LO X=1£02 X=1.06+0.2
L

* Diferencias significativas a! 0.05 % con la prueba de t de student.
** Diferencias significativas al 0.05 % con la prueba de Fisher.

La tabla X!l muestra la comparacién entre las principales
caracteristicas del ritmo circadianc de actividad locomotora de las
palomilfas alimentadas con dieta control y a base de la linea de maiz
CML B87. La diferencia mas sobresaliente es |a relacion de fase entre
el apagado de la luz y ¢l inicic de actividad en condiciones de QO vy
LO
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9. DISCUSION

La actividad locomotora en oscilacion espontanea observada en las
larvas alimeniadas con una dieta a base de maiz control presentd un
ritmo circadianc en 00 con un periodo promedic de 26 3 £ 0 78 h, {o
gue coincide con los datos obtenmidos en diferentes especies de

insectos (Brady, 1981)

Sin embarge, la intensidad de la actividad de ias larvas entre
los diferentes registros fue variable, posiblemente como resultade del
comporiamiento de blsqueda de refugio, que puede Interpretarse a
través de sus diferentes taxias, que son movimientos en respuesta a
un estimulo {Eckert, et a/ 1992). Esta conducta es presentada por
muchas larvas de insectos y la exhiben como preparacion para la
pupacién. Estos patrones especializados de comportamiento
aseguran un microhabitat protector en el gque la pupacidn puede
ocurrir  En el caso del gusano cornudo del tabaco, Manduca sexta, la
larva entra en una fase de comportamiento de busqueda y se entierra
en el suelo para construir una cavernz de pupacton Este
comportamienio es estereotipado y ocurre en un estado especifico de
desarrollo previo a la pupacion Esta conducta esta regulada por la
combinacidén de procesos internos (como el tiempo de 1micio de la

busqueda su minima duracién) y externcs Los patrones de

3%




locomocién y prolongacién de la bisqueda son respuestas comunes
81 el animal es perturbado cuando esta a punto de iniciar la pupacion
y que muestran un alto grado de plasticidad al responder a las
variaciones en el ambiente externo, iales como los cicles de

luzfoscuridad (Dominick v Truman, 1985),

De ias larvas criadas con dieta control v mantenidas en LO
12.12 durante el registro, cince de 22 mostraron actividad locomotora
diurna, mientras que soélo una se ajusté a la fase oscura del
fotoperiodo En las 16 restantes se observd que los organismos
trataban de ajustarse al ciclo LQO, principalmente por medio de
avances en la fase del inicio de actividad, pero debido al poco tiempo
que pudieron mantenerse los registros, no se logré una clara
actividad locomotera que mostrara sincronizacién al ciclo LO con fase

estable

En los animales que si mostrason ajuste al folopeniodo fue clara
la rapida capacidad de sincronizacién y no requirieron de mas tres
dias de transicion para ajustar su actividad al ciclo LO, aungue en los
registros donde no se observaron transiterios pudiera tratarse de un
proceso de enmascaramiento de la actividad por el ciclo de luz Este
enmascaramiento define crertas condiciones experimentales que
pueden ocultar los mecanismos reales en ia expresion del nitmo,

puede ser de tipo positivo en el que el animal inicia su actividad con



el encendido de ia luz, o negativo cuando el animal inicia su actividad

al apagarse la luz {Aschoff, 1960).

Las palomillas alimentadas con dieta control y en OO0 mostraron
ritmos con periodos muy cercanos a 24 h, la resistencia de estos
animales en el sistema de registro permitid monitorear la actividad
locomoliora durante méas dias, por lo que se ilegaron a observar
cambios de fase aparentemente espontansos en cinco registros, sin
relacién alguna con camblos ambientales conocidos, ya que se

presentaron de manera independiente en registros simuitaneos.

Se encontrd que las palomillas desarrolladas con dieta control y
en ciclos LO (12.12) tienen una actividad locomotora nocturna, con un
periodo circadiano promedio de 23.8 £ 0.009 h. Al avanzar por seis
horas la fase impuesta por el ciclo luz/oscuridad, se observd que
bastaron de uno a tres ciclos para rezjustar por medio de avances [a
fase del ritmo circadiano al nuevo ciclo impuesto. Cuando se aplicé
un retrasc en la fase del ciclo LO, nuevamente el animal buscé
ajustarse mediante retrasos, pero solo en tres de seis casos se logro,
y se abservaron uno o dos transitorios Estos resultados muestran
gue el ammal tiene mayor capacidad de responder 2 ios avances de
los ciclos LO impuestos v lo hace de una forma cast inmediata,

aunque hay que considerar la edad que tenian fas paiomillas en el



segundc cambio de fase, pues es probable que el tiempo de vida
restanie no les fuera suficiente para mostrar la nueva fase estable

Impuesta por el sincronizador

Con lo que respecta a las larvas de Spodoptera frugiperda
alimentadas con una dieta a base de la linea de maiz CML 67, y
mantenidas en oscuridad constante, no fue posible observar un ritmo
claro en oscilacién espontanea, aunque la ritmicidad fue en su
mayoria estadisticamente significativa, ademas se notd una
diferencia en los periodos obtenidos de las larvas atimentadas con
dieta contro!l (n=8), pues en este grupo el penodo fue mayor, 286 £
041 h, por lo que con la prueba de t se observé gue existen

diferencias significativas (p < 0 05)

Las larvas alimentadas con la dieta de |a linea de majz CML 67
y mantenidas en LO {12-12) mostraron poca respuesta al fotoperiodo,
pues de un total de nueve animales, ocho no lograron ajustar el ritmo
al fotopencdo, excepto una larva que si presentd actividad
locomotora diurna £n este punto hay que mencionar una diferencia
entre estas larvas y las alimentadas con dieta control, donde de 22
animales, sels si presentaron una clara actividad locomotora ya fuera
nocturna ¢ diurna, por lo gue hay que considerar gque el porcentaje de

sincronizacidon €s mayor en este ¢itimo grupo, a pesar de que 16 no
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lo  lograron. Ademdas, también se encontraron diferencias
significativas en la relacidn de fase entre el sincronizader y ef inicio
de actividad del ritme manifiestc, va que salo una larva alimentada
con la dieta que contenia las hojas de la linea CML 67 comenzé su
actividad muchc después del encendido de la luz. Una explicacién
probable de estas diferencias es que la dieta que coentiene la linea de
maiz CML 67 tenga entre sus componentes, algunc que esté
actuando de alguna forma sobre |la capacidad de sincrenizacidon del
sistema circadiano, y desde luego, hay que considerar gque el
sistema circadiano en las larvas de los dos grupos experimentales
puede no estar completamente maduro © que se meodifique o altere
por los procesos fisioldgicos previos a la pupacion. Es decir, que
interflera de cierto modo en la refacién de acoplamiento que hay
entre los fotorreceptores circadianos  y el reloj interno, lo que trae
como consecuencia dificuttad para detectar o responder a los ciclos

de luzfoscuridad

No se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas
entre et periodo promedio de las palomillas mantenidas en oscuridad
constante aiimentadas con la dieta control v aguelias cnadas cen la
dieta a baseé de la linea CML 67, en parémetros como son la
evidencia de un ritmo circadiano claro, el periede en 00, la actividad

diaria promedio y los porcentajes de actividad a lo largo de todo el
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registro, por lo que se supone que no se afecta el ritmo de actividad

locomotora por la vanacién del maiz consumido.

Al comparar los resultados de las curvas promedio de actividad
entre {as farvas en LO alimentadas con dieta control y con dieta a
base de la linea de maiz CML 67, se encontrdé gque existen diferencias
estadisticamente significativas por medio de la prueba de F, p<0.05,
pues para las larvas con dieta de maiz resistente se cobtuvo un valor
afp de 504 + 2.6 vy para las larvas con dieta control se tuvo un
valor ofp de 5.15 = 0 96, lo que pudiera indicar diferencias en la

variabilidad de la capacidad de locomocién de estos dos grupos

Se observd que [as palomillas alimentadas con dieta a base de
la linea de maiz CML 67 y mantenidas en ciclos LO (12-12) tuvieron
diferencias con las alimentadas a base de la dieta control en cuanto a
los promedios de los periodos gue presentaron, pues las primeras
mantuvieron un pericdo de 24.28 + 0.14 h, y {as segundas de 23 89 =
0.009 vy al aplicarles |la prueba estadistica de t se encontro un valor
de p= 0025 Ilo que resulta estadisticamente significativo, esto
sugiere que la velocidad del oscilador que controla ¢t RALM al ajuste

del cicle LQ, es diferente entre (05 dos grupos de palomullas
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En ambos grupos, los organismos lograron gjustarse a una
actividad locomotora nocturna y no se requiriercn mas de tres ciclos
transitorios para que se ajustaran a la fase oscura. Pero una clara
diferencia entre estos grupos fue la relacidn de fase (W), esto es, que
para las palomiilas alimentadas con la dieta que contenia ia linea de
maiz CML 87 el Inicio de actividad respecto al ciclo LO fue més
retrasado que en los coniroles {¥eontror = 0.70 & 3.6, YemL g7 = 343 &
0.79) resultd mas dificil ajustar su ritmo al del sincronizador, lo que
hace evidente que cambia no solo la fase del marcapasos y el ciclo
LO. sino también la fuerza de acoplamiento entre los elementos del

sistema circadiano (Moore-Ede ef al. 1982)

Hay varios trabajos sobre fas interacciones planta-insecio que
existen en la naturaleza (Dethier, Hamamura, Hanson en Atkins,
1980) que muestran las diferentes respuestas de los animales ante
jas defensas quimicas de las plantas, como pueden ser la suspension
de la ahimentacién, de la locomocion, el cortejo, la copulacidn, la
ovoposicion, el crecimiento, etc. Sin embarge, no existe todavia una
linea de trabajo sobre ia forma en cdmo trabajan los metabolitos

secundarios sobre los sistemas circadianos de 10s insectos

Ei paso siguiente en este estudio seria determinar s

efectivamente se trata de alguna sustancia contenida en la dieta |0
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que estd dando estos resultados en la expresion del nimo de
actividad locomotora o si se trata basicamente del desarrolio del

sistema circadiano del animal

Lo expuesto anteriormente no es mas gue el antecedente
general del sistema circadiano de la actividad locomotora Spodoptera
frugiperda, y muestra los parémetros basicos que permitiran llevar a
cabo el iicio del estudio del sistema circadiano de este animai y
conocer de qué forma puede estar influyendo alguna o algunas
sustancias producidas por las plantas suministradas en la dieta
empleada, que puedan tener impacio sobre la organizacion del reloj

biclégico.

69




10. CONCLUSIONES

Spodoptera frugiperda tiene un claro ritmo circadianc en
estado larval es tipicamente diurno y en el estado adulto es

tipicamente nocturno, en ambas condiciones experimentales

La variabilidad encontirada en la intensidad de la actividad
en los grupos de tarvas pusde deberse al comportamiento de
basqueda azarosa de refuglo para la pupacidn, sin observar
diferencias entre las dos condiciones estudiadas. Este
comportamiento esta determinado por importantes cambios
fisiolégicos regulados hormonalmente, lo cual puede estar
interfiriendo en la respuesta del organismo a las senales

ambientales externas

En el estado adulto hay una mayor capacidad de
sincronizacién a los ciclos LO, que en el estado larval, con
ambas dietas trabajadas, debido probablemente al proceso

de pupacion al gue las larvas realizan,

Las palomillas mostraron una respuesta mas efecliva ante

los avances a los ciclos LO impuestos y se ajustan de
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manera casi inmediata, en las dos condiciones

experimentales.

Al ser alimentados los animales con la dieta con suministro
de la linea CML 67 hay importantes diferencias en la
expresion de la actividad circadiana y en el ajuste al

fotoperiodo en el estado larval.

Estos primeros resultados nos permiten orientar esfuerzos
para realizar ensayos biodirigidos encaminadeos a identificar
la naturaleza quimica de los compuestos bioactivos vy

estudiar los mecanismos de accidon de los mismos

Con lo enconirado hasta el momento, es conveniente
considerar la elaboracion de otros protocolos experimentaies
para conocer la respuesta del reloj biolégico de S frugiperda
a las sehales amblentales, y determinar los puntos de
sensibilidad de los osciladores, mediante la realizacidon de

curva de respuesta de fases
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