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“Hay una fuerza motriz mas poderosa que el vapor, la electricidad
y la energia atomica: la voluntad”.

Albert Einstein



Resumen

MAMANTI, Giovana Huayhua, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, enero del 2022. De-
terminacién del estado de apareamiento de machos de Tuta absoluta (Lepidoptera:
Gelechiidae) colectados en cultivos de tomate (Solanum lycopersicum) Orientador:
Eraldo Rodrigues de Lima. Coorientador: Manuel Alejandro Ix Balam.

El minador de hoja Tuta absoluta (Lepidoptera: Gelechiidae), es una especie poliandrica
de importancia econémica en el cultivo del tomate (Solanum lycopersicum). Este compor-
tamiento sexual permite la presencia de miltiples espermatoforos dentro de la hembra y la
posibilidad de que diferentes machos fertilicen su descendencia, lo que hace que el manejo
de la plaga con insecticidas sea desafiante. El espermatéforo contiene espermatozoides
y productos de glandulas accesorias que las hembras pueden utilizar para aumentar su
desempeno reproductivo y longevidad. Estos eyaculados representan un investimento de
los machos para su reproduccién. Por ello, evaluamos los factores que podrian influenciar
el tamano del espermatdforo del macho con el fin de elegir una referencia que represente a
los machos colectados en campo utilizando como referencia el tamano del espermatéforo.
Para ello se realizé comparaciones de tres poblaciones de T. absoluta: (1) individuos ali-
mentados con hojas de tomate variedad Santa Clara, (II) individuos alimentados con hojas
de tomate variedad Vivacy. El espermatéforo producido por individuos alimentados con
hojas de tomate variedad Vivacy en laboratorio fue comparado con el espermatéforo pro-
ducido por (III) individuos provenientes del campo de tomate de la misma variedad. Para
ello, pupas de T'. absoluta fueron colectadas en el campo de tomate de la variedad Vivacy-
campo. Los machos colectados en Vivacy-campo mostraron un mayor peso y produjeron
un espermatéforo de mayor tamano en comparacion con aquellos machos provenientes de
laboratorio y alimentados con las variedades de tomate Santa Clara y Vivacy-laboratorio.
El tamano del espermatoforo fue afectado por el nimero de apareamientos de los machos
en dias consecutivos, la alimentacién (variedades de tomate), ambiente donde se desarro-
llaron y el peso de los machos. A partir de los espermatéforos de machos colectados en
campo se planted dos métodos para determinar el estado de apareamiento del macho. El
método 1 consistié en la media y la desviacién estandar del tamano del espermatéforo
de la primera copula y el método 2 consistié en la media y la desviacién estandar del
tamano del espermatoforo de la primera y segunda cépula. Fue seleccionado el método
2 denominado Método de la Media de la Primera y Segunda Cépula (MMPSC) porque
mostré una menor dispersion de los datos. A partir del método seleccionado probamos que
los machos de T. absoluta con estados de apareamientos diferentes (virgen y apareado)
presentan una respuesta de atraccién diferente entre la feromona sexual producida por

hembras virgenes y atrayentes sintéticos. En el cultivo de tomate en campo se instalaron



tres trampas cebadas con feromona sexual de T. absoluta como puntos de colecta. Una
trampa fue cebada con el componente principal de la feromona sexual (TDTA), otra ceba-
da con TDTA + el componente minoritério de la feromona sexual (TDDA) y otra trampa
cebada con feromona sexual producida por hembras virgenes. Las colectas de los machos
fueron realizada a partir de las seis de la manana, horario de llamamiento de las hembras.
Para determinar el estado de apareamiento de los machos colectados en campo fue me-
dido el tamano de los espermatoéforos transferidos a hembras virgenes en el laboratorio.
Nuestros resultados muestran que la proporcién de machos colectados con TDTA fueron
en mayor proporcion machos virgenes, con TDTA + TDDA fueron colectados machos vir-
genes y apareados en igual proporcion y con hembras virgenes fueron colectados en mayor
proporcion machos apareados que machos virgenes. Los resultados estdn asociados a la
naturaleza de los atrayentes utilizados en los experimentos y muestra que en campo existe
una competencia entre los atrayentes sintéticos y las hembras. Esto podria ocasionar que
los machos virgenes lleguen a los atrayentes sintéticos mientras que los machos apareados

estarian apareandose con las hembras en los cultivos de tomate en campo.

Palabras-clave: Colecta masal. Espermatoforo. Feromona Sexual. Feromona sintética. Re-

produccién de Insectos.



Resumo

MAMANI, Giovana Huayhua, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, janeiro de 2022.
Determinagao do estado de acasalamento de machos de Tuta absoluta (Lepidoptera:
Gelechiidae) coletados em cultivos de tomate (Solanum lycopersicum) Orientador:
Eraldo Rodrigues de Lima. Coorientador: Manuel Alejandro Ix Balam.

O traga do tomateiro Tuta absoluta (Lepidoptera: Gelechiidae) é uma espécie poliandrica
de importancia econémica no cultivo do tomateiro (Solanum lycopersicum). Esse com-
portamento sexual permite a presenca de multiplos espermatéforos dentro da femea e a
possibilidade de que machos diferentes fertilizem sua prole, tornando o manejo de pra-
gas com inseticidas desafiador. O espermatdforo contém espermatozoides e produtos de
glandulas acessorias que as fémeas podem usar para aumentar seu desempenho reprodu-
tivo e longevidade. Esses ejaculados representam um investimento dos machos para sua
reprodugao. Portanto, avaliamos os fatores que poderiam influenciar o tamanho do esper-
matoforo do macho para escolher uma referéncia que representasse os machos coletados
em campo usando o tamanho do espermatéforo como referéncia. Para isso, foram feitas
comparagoes de trés populagoes de T. absoluta: (I) individuos alimentados com folhas de
tomateiro da variedade Santa Clara, (II) individuos alimentados com folhas de tomateiro
da variedade Vivacy. O espermatoforo produzido por individuos alimentados com folhas de
tomateiro Vivacy em laboratério foi comparado com o espermatéforo produzido por indi-
viduos (III) do campo de tomateiro da mesma variedade. Para tanto, pupas de T.absoluta
foram coletadas no campo de tomateiro da variedade Vivacy-campo. Os machos coletados
no Vivacy-campo apresentaram maior peso e produziram um espermatéforo maior em
comparagao com os machos do laboratério e alimentados com as variedades de tomate
Santa Clara e Vivacy-laboratério. O tamanho do espermatoéforo foi afetado pelo ntiimero
de acasalamentos dos machos em dias consecutivos, pela dieta (variedades de tomate), pe-
lo ambiente onde se desenvolveram e pelo peso dos machos. A partir dos espermatoforos
de machos coletados em campo, foram propostos dois métodos para determinar o status
de acasalamento do macho. O método 1 consistiu na média e desvio padrao do tamanho
do espermatéforo da primeira copula e o método 2 consistiu na média e desvio padrao do
tamanho do espermatéforo da primeira e segunda cépula. O método 2, denominado Mé-
todo da Média da Primeira e Segunda Cépula (MMPSC), foi selecionado por apresentar
menor dispersao dos dados. Usando o método selecionado, provamos que machos de 7.
absoluta com diferentes estados de acasalamento (virgens e acasalados) apresentam uma
resposta de atracao diferente entre o feromonio sexual produzido pelas femeas virgens e
os atraentes sintéticos. No campo de tomateiro, trés armadilhas iscadas com feromonio

sexual de T. absoluta foram instaladas como pontos de coleta. Uma armadilha foi iscada



com o componente principal do feromoénio sexual (TDTA), outra iscada com TDTA + o
componente minoritario do feromoénio sexual (TDDA) e outra iscada com feromonio sexual
produzido por femeas virgens. As coletas dos machos foram realizadas a partir das seis da
manha, que é o ponto de chamada das fémeas. Para determinar o status de acasalamento
dos machos coletados em campo, foi medido o tamanho dos espermatéforos transferidos
para as femeas virgens em laboratorio. Nossos resultados mostram que a proporcao de
machos coletados com TDTA foram machos virgens em maior propor¢ao, com TDTA +
TDDA machos virgens e acasalados foram coletados em igual propor¢ao e com féemeas
virgens machos acasalados foram coletados em maior proporcao que machos virgens. Os
resultados estao associados a natureza dos atraentes utilizados nos experimentos e mos-
tram que em campo hé competicao entre os atraentes sintéticos e fémeas. Isso pode fazer
com que machos virgens alcancem os atraentes sintéticos, enquanto machos acasalados

estariam acasalando com fémeas em plantagoes de tomate.

Palavras-chave: Coleta Massal. Espermatéforo. Feromonio Sexual. Feromonio Sintético.

Reproducao de Insetos.



Abstract

MAMANTI, Giovana Huayhua, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, January 2022. De-
termination of the mating status of males of Tuta absoluta (Lepidoptera: Gelechiidae)
collected in tomato (Solanum lycopersicum) crops. Adviser: Eraldo Rodrigues de Li-
ma. Co-adviser: Manuel Alejandro Ix Balam.

The leaf miner Tuta absoluta (Lepidoptera: Gelechiidae) is a polyandrous species of eco-
nomic importance in tomato (Solanum lycopersicum) cultivation. This sexual behavior
allows for the presence of multiple spermatophores within the female and the potential
for different males to fertilize their offspring, making pest management with insecticides
challenging. The spermatophore contains sperm and accessory gland products that fe-
males can use to increase their reproductive performance and longevity. These ejaculates
represent an investment of the males for their reproduction. Therefore, we evaluated the
factors that could influence the size of the male spermatophore in order to choose a refe-
rence that represents the males collected in the field using the size of the spermatophore
as a reference. For this, comparisons were made of three populations of T. absoluta: (I)
individuals fed with Santa Clara variety tomato leaves, (II) individuals fed with Vivacy
variety tomato leaves. The spermatophore produced by individuals fed Vivacy tomato lea-
ves in the laboratory was compared with the spermatophore produced by (III) individuals
from the tomato field of the same variety. To do this, pupae of T. absoluta were collected
in the tomato field of the Vivacy-field variety. The males collected in Vivacy-field showed
a higher weight and produced a larger spermatophore compared to those males from the
laboratory and fed with the Santa Clara and Vivacy-laboratory tomato varieties. The size
of the spermatophore was affected by the number of matings of the males on consecutive
days, the diet (tomato varieties), the environment where they developed, and the weight
of the males. From the spermatophores of males collected in the field, two methods were
proposed to determine the mating status of the male. Method 1 consisted of the mean and
standard deviation of the spermatophore size of the first copulation and method 2 consis-
ted of the mean and standard deviation of the spermatophore size of the first and second
copulation. Method 2, called the Mean First and Second Copula Method, was selected
because it showed less data dispersion. From the selected method we prove that the males
of T. absoluta with different mating states (virgin and mated) present a different attrac-
tion response between the sexual pheromone produced by virgin females and synthetic
attractants. In the tomato crop in the field, three traps baited with the sexual pheromo-
ne of T. absoluta as collection points. One trap was baited with the main component of
the sexual pheromone (TDTA), another baited with TDTA + the minor component of

the sexual pheromone (TDDA) and another trap baited with sexual pheromone produced



by virgin females. The collections of the males were carried out from six in the morning,
when the females are called. To determine the mating status of males collected in the field,
the size of spermatophores transferred to virgin females in the laboratory was measured.
Our results show that the proportion of males collected with TDTA were virgin males in
greater proportion, with TDTA + TDDA virgin and mated males were collected in equal
proportion and with virgin females mated males were collected in greater proportion than
virgin males. The results are associated with the nature of the attractants used in the
experiments and show that in the field there is competition between synthetic attractants
and females. This could lead to virgin males reaching synthetic lures while mated males

would be mating with females in field tomato crops.

Keywords: Insect Reproduction. Mass Trapping. Sex Pheromone. Spermatophore. Synthe-

tic Pheromone.
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1. Introduccion

Tuta absoluta (Lepidoptera: Gelechiidae), conocido como minador de hojas del toma-
te, es un microlepidéptero multivoltino con alto potencial reproductivo y considerado una
plaga invasiva (Coelho and Franga, 1987; Barrientos et al., 1998; Michereff-Filho and Vi-
lela, 2001; Pereyra and Sanchez, 2006). Tuta absoluta es una de las principales plagas del
cultivo del tomate (Solanum lycopersicum) a nivel mundial y estd presente en méas de 50
paises (Desneux et al., 2010; Guedes and Siqueira, 2012; Biondi et al., 2019; Santana et al.,
2019). Las larvas de T. absoluta penetran las hojas de tomate y se alimentan del meséfilo,
afectando la capacidad fotosintética de la planta y la produccion de frutos, ocasionando
pérdidas econémicas al productor (Coelho and Franga, 1987; Uchoa et al., 1995; Pereyra
and Sanchez, 2006).

Los insecticidas son el principal método de control de T. absoluta, sin embargo, el
uso intensivo de plaguicidas ha ocasionado resistencia en la plaga (Guedes and Siqueira,
2012). Las feromonas sexuales son un método alternativo viable para el control de T.
absoluta. La feromona sexual sintética de 7. absoluta es una mezcla proporcional 90:10
de acetato de (3E, 8Z, 11Z) -3,8,11-tetradecartrienilo (o TDTA) y acetato de (3E, 8Z)-3,8
— tetradecadienilo (o TDDA), respectivamente (Attygalle et al., 1995, 1996; Svatos et al.,
1996). El uso de TDTA o TDDA, individualmente o en combinacién, muestran resultados
contradictorios. En experimentos de tunel de viento la mezcla TDTA + TDDA fue mas
atractiva para los machos de T. absoluta que apenas utilizando el componente TDTA
(Svatos et al., 1996). Sin embargo, otros trabajos muestran que la utilizacién del compo-
nente TDTA es suficiente para la atraccién de los machos de T. absoluta (Michereff Filho
et al., 2000).

Experimentos en campo muestran una alta tasa de captura de machos de 7. absoluta,
sin embargo, las pérdidas en la producciéon permanecen arriba del nivel del dano eco-
némico (Lobo, 2005). Asi mismo, experimentos en invernadero muestran que diferentes
concentraciones de la feromona sexual no son eficaces en la reduccion de los danos en
hojas y frutos del tomate cuando utilizado la técnica de captura masiva de machos con
trampas de feromona sexual sintética (Cocco et al., 2012). Lo anterior sugiere fallas en la

captura de machos de T. absoluta utilizando la feromona sexual sintética.

Las fallas en la captura de machos de T. absoluta estarian asociada a la biologia re-
productiva de la plaga, ya que los machos son poliginicos (Silva, 2008) y las hembras
polidandricas (Lee et al., 2014). Asi mismo, machos de 7. absoluta apareados, después de
ser expuesta previamente al compuesto mayoritario TDTA, presentan mayor sensibilidad

al TDTA en comparacién con machos virgenes (Dominguez et al., 2019). Lo anterior su-
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giere que el estado de apareamiento del macho de T. absoluta afecta su atraccion a los
atrayentes sintéticos y feromona sexual natural (hembras virgenes). Sin embargo, esta

hipdtesis nunca fue evaluada experimentalmente.

En Lepidopteros, durante la copula los machos forman una estructura proteica llama-
do espermatdforo que contiene espermatozoides y productos de glandulas accesorias que
la hembra puede utilizar para aumentar su desempeno reproductivo y longevidad (Man,
1984). El espermatdéfoto representa un investimento de los machos para su reproduccion
(Bissoondath and Wiklund, 1996). El tamanio del espermatéforo depende de factores co-
mo: peso del macho, edad del primer apareamiento, nutricion durante la fase de larva o
del adulto, nimero de apareamientos, entre otros factores (Lederhouse et al., 1990; Delisle
and Bouchard, 1995; Torres-Vila and Jennions, 2005; Tigreros, 2013).

El apareamiento multiple de los machos en T. absoluta ocasiona la disminucion del
tamano del espermatéforo (Silveira, 2020) como se muestra en otras especies de Lepidop-
tera (Muller et al., 2015, 2016). Esta disminucién resulta més evidente de la primera (que
se consideraria como macho virgen) a la segunda cépula (que se consideraria como macho
apareado) (Lobo, 2005; Silveira, 2020). Por tanto, el tamano del espermatéforo puede ser
utilizado como un indicativo para determinar el estado de apareamiento de machos de T.

absoluta.

El objetivo del presente trabajo fue determinar el estado de apareamiento de machos
de T. absoluta colectados en plantaciones de tomate utilizando el tamano del esperma-
toforo como referencia. También se analizaron los factores que influyen en el tamano del
espermatoforo del macho. Los machos fueron colectados en campo utilizando feromona
sexual sintética (TDTA + TDDA y TDDA) y natural (hembras virgenes).



16

2. Materiales y Métodos

2.1. Criade T. absoluta

Los experimentos fueron realizados en el Laboratério de Semioquimicos e Comporta-
mento de Insetos de la Universidade Federal de Vigosa (UFV), MG, Brasil. Huevos de T.
absoluta ovipositados en hojas de tomate fueron colocados en jaulas de madera (30x20x30
cm) cubiertas con tela organza para permitir el flujo de aire. Las larvas eclosionadas fue-
ron alimentadas con hojas frescas de tomate (S. lycopersicum), colocadas en botellas de
vidrio que contenian agua para evitar la pérdida de turgencia. Después de la fase larval,
las pupas fueron retiradas de forma manual de las hojas, colectadas con ayuda de un pin-
cel y colocadas en placas Petri (90x15mm). Las placas Petri fueron introducidas en jaulas
de acrilico (30x30x30 cm) para la eclosién de los adultos. Los adultos fueron alimentados
ad libitum con una solucién azucarada al 10 % embebida en algodén. Para la oviposicién
fueron colocadas hojas de tomate dentro de las jaulas, los cuales fueron cambiadas diaria-
mente. Las condiciones de la sala de cria fueron de 254+2° C, fotofase de 12 h y humedad
relativa (H.R.) de 70+5 %.

2.2. Material vegetal

Las larvas de T. absoluta fueron alimentadas con hojas de tomate variedad Santa
Clara. Las plantas de tomate fueron obtenidas de semillas colocadas en una bandeja pléas-
tica que contenia sustrato para hortalizas y seguidamente la bandeja fue colocada en una
cdmara de germinacién (TE-4000/1). Las plantulas, con dos pares de hojas verdaderas,
fueron trasplantadas en macetas de plastico de 3L que contenia condicionador de suelo
MecPlant®). Macronutrientes NPK (10:10:10) fueron aplicados cada 7 dias para la ferti-
lizacion de las plantas, las cuales fueron cultivadas en un invernadero a 252°C y 704+5 %
de H.R.

2.3. Sexado de pupas hembras de T. absoluta

Las pupas de T. absoluta fueron colectadas de hojas de tomate y separadas por sexo
segin el poro genital (Genc, 2016), utilizando un microscopio estereoscopio (Leica EZ4).
Cada pupa hembra fue seleccionada de forma aleatoria y colocada en un frasco de 70
mL hasta su eclosién. Las pupas fueron mantenidas en una sala de cria con temperatura,

fotofase y H.R. como descritos en la seccién 2.1.
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2.4. Colecta de machos de T. absoluta en cultivos de tomate en campo
2.4.1. Localizacion de los cultivos de tomate en campo

Los machos de T. absoluta fueron colectados en cultivos de tomate (S. lycopersicum
variedad Vivacy) en el Municipio de Cajuri, Estado de Minas Gerais, Brasil. Antes de
las colectas en campo, la presencia de T. absoluta en el cultivo de tomate fue evaluado

instalando trampas tipo Delta cebadas con feromona sexual sintética.

2.4.2. Instalacion de trampas con feromona sexual

Machos de T. absoluta fueron colectados utilizando septums comerciales cebados con
los atrayentes: (I) TDTA (compuesto sintético mayoritario o de un componente), (II)
TDTA + TDDA (compuesto sintético mayoritario + compuesto sintético minoritario o
de dos componentes) y (III) feromona sexual natural (hembras virgenes). La trampa con
hembras virgenes consistio en una jaula esférica de 10 cm de didmetro cubierta con tela
organza para permitir el flujo de aire en la jaula (Figura 1). Nueve hembras virgenes de 1
6 2 dias de edad (Ferrara et al., 2001) fueron colocadas en la jaula 12 h antes de la coleta
de machos en campo, para permitir la aclimatacion de las hembras. Las trampas fueron
colocadas cerca de 1 m de altura del suelo y la distancia entre trampas fue de cerca de 10

m formando un tridngulo imaginario en el centro del cultivo de tomate.
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Figura 1: Trampa instalada en un cultivo de tomate en campo en el Municipio de Cajuri,
Estado de Minas Gerais, Brasil, con hembras virgenes de Tuta absoluta liberando feromona

sexual.

2.4.3. Colecta de machos de T. absoluta

Los machos de T. absoluta fueron colectados durante el inicio de la fotofase, corres-
pondiendo al periodo en el cual las hembras realizan el comportamiento de llamado de los
machos (Silva, 2008). Los machos fueron capturados con un aspirador de succién bucal
y posteriormente llevados al Laboratério de Semioquimicos e Comportamento de Insetos
de la UFV. Cada macho fue colocado en un frasco de 70 mL cubierto con tela organza en
un extremo para posibilitar el flujo de aire. Los machos fueron mantenidos en una sala de

cria con temperatura, fotofase y H.R. como descritos en la seccion 2.1.

2.4.4. Formacion de parejas

Los machos colectados en campo fueron apareados con una hembra virgen que tenia

1 o 2 dias de edad y que provenia de la cria de laboratorio. 24 h después del primer
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apareamiento, el mismo macho fue nuevamente apareado con una nueva hembra virgen.
De esta forma, cada macho fue apareado 2 veces en un intervalo de 24 h, obteniéndose

espermatoforos de primera y segunda copula de un mismo macho.

2.4.5. Extraccion de espermatoforos

Concluida la cépula, la hembra fue crio anestesiada a -5°C por 10 min y seguidamente
colocada en forma ventral, con ayuda de alfileres entomolégicos, en una placa Petri que
contenia parafina. Un corte fue realizado en el pentltimo segmento abdominal de la hem-
bra con ayuda de alfileres entomoldgicos y utilizando un microscopio estereoscopio (Leica
EZ4). El espermatoforo fue extraido con ayuda de alfileres entomoldgicos y un pincel (N°.
0). El espermatéforo fue extraido en una solucién PBS (pH =7,2) para evitar la dese-
cacion y desnaturalizacion de las estructuras. El espermatéforo fue colocado en un tubo
Eppendorf (0,6 mL) que contenia 0,2 mL de fijador Karnovsky y almacenado a -5°C para

su posterior andalisis.

2.4.6. Determinacién del tamano del espermatéforo

El espermatdéforo fue fotografiado en un estereoscopio Leica M205A acoplado a una
camara multifocal Leica MC170 HD. La posicion del espermatoforo y la escala de las
imagenes fueron estandarizadas. El area de cada espermatéforo fue medido utilizando el
software ImageJ (National Institutes of Health, U.S.A.) La medida del drea del esperma-

toforo fue utilizada como equivalente al tamano del mismo.

2.5. Métodos para determinar el estado de apareamiento de machos de

T. absoluta colectados en campo de tomate

El estado de apareamiento del macho se identificd a partir de espermatéforos produ-
cidos por individuos colectados en campo de tomate donde se obtuvieron espermatoforos
de primera a cuarta cépula, para ello se utilizaron dos métodos para diferenciar macho

virgen o apareado:

Método 1: La media y la desviacién estandar fue calculado a partir del tamano del
espermatéforo de la primera cépula (0,1232 + 0,0196) mm?. Este método fue denominado
como el Método de la Media de la Primera Cépula (MMPC).
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Para catalogar el estado de apareamiento de los machos colectados con la feromona
sexual natural (hembras virgenes) se utilizé el tamano del espermatéforo de la primera
copula. A partir de ello se compard con la desviacién estandar con respecto a su media
(0,1232 £ 0,0196 mm?). Fueron considerados como machos apareados aquellos machos
que producian un espermatoforo que estaba por debajo de la desviacion estandar respecto
a la media y machos que producian un espermatéforo por encima de la desviacion estéan-

dar respecto a la media fueron considerados como machos virgenes.

Método 2 : La media y la desviacion estandar fue calculado a partir del tamano del
espermatoforo de la primera y de la segunda copula fue sumado y dividido entre dos
(0,1082 + 0,0158 mm?) y se le denomind como el Método de la Media de la Primera y
Segunda Cépula (MMPSC).

Para catalogar el estado de apareamiento de los machos colectados con la feromona
sexual natural (hembras virgenes) se realizé una suma del tamano del espermatéforo de
la primera y segunda cépula y dividido entre dos. A partir de ello se compar6 con la
desviacién estandar con respecto a su media (0,1082 £ 0,0158 mm?). Fueron considerados
como machos apareados aquellos machos que producian un espermatéforo que estaba por
debajo de la desviacién estandar respecto a la media y machos que producian un esper-
matdforo por encima de la desviaciéon estandar respecto a la media fueron considerados

como machos virgenes.

2.6. Determinacion del estado de apareamiento de machos colectados

utilizando atrayentes sintéticos y hembras virgenes

El estado de apareamiento de los machos colectados con los atrayentes sintéticos y
hembras se determiné utilizando los espermatoforos extraidos y medidos y a partir de ello
se determiné el estado de apareamiento utilizando el Método de la Media de la Primera
y Segunda cépula (MMPSC) .

2.7. Factores que influyen en el tamano del espermatoforo del macho
de T. absoluta

Para determinar el efecto de la variedad de tomate en el tamano del espermatéforo,
fueron establecidas poblaciones de T. absoluta en laboratorio bajo las siguientes condicio-
nes: (I) individuos alimentados con hojas de tomate variedad Santa Clara, (II) individuos

alimentados con hojas de tomate variedad Vivacy. El espermatéforo producido por indi-
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viduos alimentados con hojas de tomate variedad Vivacy en laboratorio fue comparado
con el espermatéforo producido por (III) individuos colectados en tomate cultivado en
campo y de la misma variedad (Vivacy-campo). Para ello, pupas de T. absoluta fueron

colectadas en el campo de tomate de la variedad Vivacy.

2.7.1. Colecta de pupas en plantaciones de tomate en campo y cria de adultos

Hojas de tomate infestadas con T. absoluta fueron colectadas en plantaciones de to-
mate (variedad Vivacy) en el Municipio de Cajuri, MG, Brasil. Las plantaciones estaban
en fase final de cosecha sin aplicacién de insecticidas. Las hojas fueron llevadas al Labora-
torio de Semioquimicos e Comportamento de Insetos de la UFV donde pupas y larvas de
ultimo instar fueron colectadas y mantenidas hasta completar la fase de pupa. Los adultos
obtenidos fueron mantenidos en una sala de cria con temperatura, fotofase y H.R. como
descritos en la seccién 2.1. La poblacion de T'. absoluta alimentada con la variedad Vivacy
fue mantenida en una sala de cria separada de la poblacién de T. absoluta alimentada con

la variedad Santa Clara.

2.7.2. Obtencion de semillas y plantas de tomate variedad Vivacy y Santa Clara

Frutos maduros de tomate variedad Vivacy fueron colectados en un cultivo de tomate
en campo en el Municipio de Cajuri, MG, Brasil. Los frutos fueron cortados de forma
longitudinal y las semillas colectadas utilizando pinzas. Las plantas de tomate variedad

Vivacy y Santa Clara fueron obtenidas utilizando la metodologia descrita en la seccién 2.2.

2.7.3. Sexado de pupas

Las pupas fueron sexadas utilizando la metodologia descrita en la seccién 2.3, y cada
pupa fue pesada en una balanza analitica (SHIMADZU AUW220D). Cada pupa fue co-
locada en un frasco de 70 mL hasta la eclosion de los adultos. Las pupas de ambos sexos
fueron mantenidas en una sala de cria a 25+2°C, fotofase de 12 h y H.R. de 70+ %.

2.7.4. Formacion de parejas y extraccion del espermatoforo

Después de la eclosion de adultos, parejas fueron formadas seleccionando de forma
aleatoria machos y hembras. Los machos tenian 24 h de edad en la primera cépula y las
hembras eran virgenes con 1 o 2 dias de edad. Las parejas fueron colocadas en frascos de

70 mL y cada macho fue apareado en intervalos de 24 h, obteniéndose espermatoforos de
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primera, segunda, tercera y cuarta copula de un mismo macho. Los espermatdforos prove-
nientes de machos con cuatro cépulas consecutivas fueron obtenidos para machos criados
con la variedad Vivacy, Santa Clara y machos colectados en campo en plantaciones de
tomate variedad Vivacy. En cada apareamiento fue utilizado una nueva hembra virgen.
Después de cada apareamiento, el espermatoforo fue extraido, fotografiado y su tamano

fue medido utilizando la metodologia descrita en la seccién 2.4.6 .

2.7.5. Competicion larval

La competencia larval de T. absoluta fue evaluada en hojas de tomate variedad Santa
Clara. Las hojas de tomate fueron colectadas de plantas que tenian cerca de 50 dias de
edad y cultivadas en invernadero, fueron seleccionadas hojas sanas de tamanos similares.
Tres tratamientos fueron establecidos, en cada tratamiento se utilizaron hojas de tomate
donde fueron colocadas 5, 10 y 15 larvas de primer instar. En cada repeticion fue utiliza-
da una hoja de tomate colocada en una botella de vidrio que contenia agua para evitar
la pérdida de turgencia. Siempre que necesario se aumentaba el volumen de agua en la
botella. El niimero de repeticiones fue de 15,14,15 para los tratamientos con 5, 10 y 15
larvas, respectivamente. Cada tratamiento fue evaluado en jaulas de madera de 30x20x30
cm cubiertas con tela de organza para permitir el flujo de aire. Después de la fase larval,
las pupas fueron colectadas, separadas por sexo (Genc, 2016) y pesadas en una balanza
analitica (SHIMADZU AUW220D). El experimento fue realizado en una sala de cria con

temperatura, fotofase y H.R. como descrito anteriormente.

3. Analisis Estadistico

Los andlisis estadisticos se realizaron en R (v. 4.0.0; R Development Core Team, 2020)
utilizando Anélisis de Desviacion (ANODEV; un equivalente de méxima verosimilitud
del ANOVA), seguido de un anélisis residual para verificar la idoneidad de las distribu-
ciones de los modelos probados. Modelos Lineales Generalizados (GLM) con distribucién
Binomial fueron utilizados para verificar la proporciéon de machos capturados en trampas
cebadas con 1 componente (compuesto sintético mayoritario), 2 componentes (compues-
to sintético mayoritario + compuesto sintético minoritario) y hembras virgenes. Modelos
Lineales Generalizados (GLM) con distribucién Gaussiana fueron utilizados para verificar
las diferencias en el peso de las pupas de machos alimentados con diferentes variedades
de plantas de tomate, de machos colectados en campo y de la densidad larval. Modelos
Lineales Generalizados (GLM) con distribuciéon Binomial fueron utilizados para verificar

la proporcion de machos colectados con densidades de 5, 10 y 15 larvas. Un modelo lineal
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de efectos mixtos (Ime) fue utilizado para verificar el tamano del espermatéforo, ya que
contenia efectos fijos (identidad masculina) y aleatorios (secuencia de apareamiento de
los machos). Las medias de minimos cuadrados (LSMeans) fue utilizado para comparar

diferencias significativas entre tratamientos.
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4. Resultados

4.1. Métodos para determinar el estado de apareamiento de machos de
T. absoluta

La proporcién de machos de T. absoluta que llegaron a la fuente de feromona sexual
emitidas por hembras virgenes fue afectada por el estado de apareamiento del macho
(apareado y virgen) (x? = 146,29;p = 0,013) utilizando el Método de la Media de la
Primera Cépula (MMPC) (Figura 2) y (2% = 139,09; p = 0,00025) utilizando el Método
de la Media de la Primera y Segunda Cépula (MMPSC) (Figura 3).

La férmula utilizada en el Método de la Media de la Primera Cépula indica que 62 %
de los machos colectados en campo eran machos apareados, mientras que 38 % de los
machos eran virgenes (Figura 2). El Método de la Media de la Primera y Segunda Cépula
, indica que 67 % de los machos colectados eran apareados, mientras que el 33 % de los

machos eran virgenes (Figura 3).
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Figura 2. Proporciéon de machos virgenes y apareados colectados en campos de tomate
segin el Método de la Media de la Primera Cépula (MMPC) propuesto para determi-
nar el estado de apareamiento de machos de Tuta absoluta. Hembras virgenes liberando

*

feromona sexual fueron utilizadas para atraer a los machos. * indica diferencia entre los

tratamientos (p< 0,05).
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Figura 3: Proporciéon de machos virgenes y apareados colectados en campos de tomate
segin el Método de la Media de la Primera y Segunda Cépula (MMPSC) propuesto pa-
ra determinar el estado de apareamiento de machos de Tuta absoluta. Hembras virgenes
liberando feromona sexual fueron utilizadas para atraer a los machos. * indica diferencia

entre los tratamientos (p< 0,05).
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4.2. Factores que influyen en el tamano del espermatoforo del macho
de T. absoluta

4.2.1. Peso de pupa macho

El peso de las pupas machos fue afectado por el ambiente donde fueron colectadas
las pupas (laboratorio y campo de tomate) y la fuente de alimentacién (variedades de
tomate: Santa Clara, Vivacy-laboratorio y Vivacy-campo) (Fgs8) = 7,112;p = 0,002).
Las pupas de machos colectados en campo (Vivacy-campo) fueron mas pesadas que las

pupas colectadas en laboratorio de la variedad Santa Clara y Vivacy (Figura 4).
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Figura 4: Peso de pupas machos de Tuta absoluta obtenidos de larvas alimentadas con
variedades de tomate Santa Clara y Vivacy obtenidas en laboratorio (Vivacy-Lab) y colec-
tadas en campo (Vivacy-Campo). Letras diferentes indican diferencias entre tratamientos

(p< 0,05).
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4.2.2. Tamano del espermatoéforo y copulas consecutivas de los machos

El tamano del espermatéforo formado durante la cépula en cada apareamiento (del
primero al cuarto apareamiento) fue afectado por el historial de apareamiento del macho
(F= 326,17; p< 0,0001), y la alimentacién que recibieron (F= 25,36; p< 0,0001). Los
machos colectados en campo (Vivacy-campo) produjeron espermatéforos més grandes
que aquellos machos alimentados con las variedades Santa Clara y Vivacy obtenidas del

laboratorio (Figura 5).
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Figura 5: Relacion entre el tamano de los espermatoforos producidos por machos de Tuta
absoluta alimentados con distintas variedades de tomate (Santa Clara, Vivacy-Laboratério
y Vivacy-Campo), provenientes de la primera, segunda, tercera y cuarta cépula represen-
tadas por tres rectas distintas. El tamano del espermatéforo corresponde al valor del area

del espermatéforo en mm?.
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4.2.3. Efecto del peso de la pupa en el tamano del espermatéforo del macho

El peso de la pupa macho influyo en el tamano del espermatéforo formado durante
la cépula, independientemente de la alimentacién que recibieron las larvas (F= 5,01; p=
0,03). Los machos colectados en campo (Vivacy-campo) y con mayor peso pupal transfi-
rieron a las hembras espermatoforos de mayor tamano en comparacién a aquellos machos
que fueron obtenidos en laboratorio y alimentados con las variedades de tomate Santa

Clara (p< 0,001) y Vivacy (p= 0,0036) (Figura 6).
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Figura 6: Efecto del peso de la pupa macho (mg) de Tuta absoluta en el tamano del esper-
matoforo. El tamano del espermatoforo corresponde al valor del drea del espermatdéforo

en mm?.
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4.2.4. Competicion larval

La densidad larval no influyo en el peso de la pupa macho (mg) (Fia,01);p = 0,43)
(Figura 7). La proporcién de pupas colectadas muestra que no hay diferencias significa-
tivas entre los tratamientos (2% = 44,61;p = 0,03). Sin embargo, la proporcién de pupas
colectadas en los tratamientos con 15 y 5 larvas muestran diferencias significativas (Figura
8).
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Figura 7: Peso de pupas machos (mg) de 7. absoluta cuando criadas en densidades de 5,
10 y 15 larvas/foliolo.
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Figura 8: Nimero de pupas colectadas en densidades de 5,10,15 larvas de T. absoluta. *

indica diferencia entre los tratamientos, n. s.= no significativo.

4.3. Competicion entre feromonas sexuales sintéticas y feromonas pro-

venientes de hembras virgenes

La proporcién de machos virgenes y apareados colectados en campo fue influenciado
por la feromona sexual de 1 componente (compuesto sintético mayoritario o TDTA),
2 componentes (compuesto sintético mayoritario + compuesto sintético minoritario o
TDDA) y feromona sexual natural producidas por hembras virgenes (2% = 436,41;p =
0,0001). La proporcién de machos colectados en campo de tomate con trampas cebadas
con feromona sexual de 1 componente muestra que el 68 % de los individuos colectados
eran machos apareados y el 32 % machos virgenes. Trampas cebadas con 2 componentes

(TDTA + TDDA) muestran que el 48 % de los individuos colectados eran machos virgenes
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y 52 % machos apareados, mientras que trampas de feromona sexual emitidas por hembras
virgenes muestra que el 33% de los individuos colectados eran machos eran virgenes y
el 67 % de los machos de T. absoluta eran apareados (Figura 9). El Método de la Media
de la Primera y Segunda Cépula (MMPSC) fue utilizado para determinar el estado de

apareamiento de los machos.
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Figura 9: Proporcién de machos virgenes y apareados colectados en campo de tomate
utilizando septums comerciales cebados con los atrayentes: TDTA (compuesto sintético
mayoritario o de 1 componente), TDTA + TDDA (compuesto sintético mayoritario +
compuesto sintético minoritario o de 2 componentes) y feromona sexual natural (hembras
virgenes).El Método de la Media de la Primera y Segunda Cépula (MMPSC) fue utilizado
para determinar el estado de apareamiento de los machos. * indica diferencia entre los

tratamientos (p< 0,05), n. s.= no significativo.



33

5. Discusion

En Lepidoptera los machos forman un espermatéforo durante la cépula, el cual contie-
ne espermatozoides, hormonas y nutrientes; asi mismo, el espermatoforo puede contribuir
a la produccién de huevos y al mantenimiento soméatico (Boogs and Gilbert, 1979; Man,
1984). Esto sugiere que el tamano del espermatéforo es un determinante clave en la repro-
duccién (Muller et al., 2015). Por otra parte, los nutrientes adquiridos durante las etapas
larvarias pueden pasar directamente al espermatdforo, afectando su masa, tamano y con-
tenido (Lederhouse et al., 1990; Muller et al., 2015). Los espermaté6foros, parecen haber
evolucionado a través de la seleccion sexual que actiia sobre los machos para retrasar la
reproduccién de las hembras para aumentar la tasa de puesta de huevos (Torres-Vila and
Jennions, 2005).

5.1. Métodos para determinar el estado de apareamiento de machos de
Tuta absoluta (Lepidoptera: Gelechiidae) colectados en cultivos

de tomate (Solanum lycopersicum)

El establecimiento de un método para determinar el estado de apareamiento del macho
de T. absoluta es una herramienta 1til para entender las fallas del monitoreo y la colecta
masiva de esta plaga. El tamano de espermatéforo es un buen indicador para determinar
el estado de apareamiento de machos de T. absoluta, como lo demuestran los resultados
obtenidos en este trabajo. Asi mismo, experimentos con esta misma especie también de-
muestran una reduccién significativa del tamano del espermatéforo de primera a segunda
copula (Lobo, 2005; Silveira, 2020). Otras especies de Lepidoptera también muestran este
mismo patrén en el tamano del espermatéforo (Watanabe and Hirota, 1999; Lewis and
Wedell, 2007; Blanco et al., 2009; Tigreros, 2013). Por tanto, podemos considerar el esper-
matdforo de la primera copula como proveniente de un macho virgen y el espermatéforo

de segunda copula como proveniente de un macho apareado.

En T. absoluta la unica fuente de acumular reservas de energia es en la fase de larva
(Silva, 2008; Lobo, 2005), lo que mostraria que los adultos dependen principalmente de
las reservas acumuladas durante la alimentacién en estado de larva y en su fase adulta
su unico objetivo seria buscar una pareja para la reproduccién. Esto hace mas confiable
en utilizar el tamano del espermatoforo para determinar el estado de apareamiento de los

machos de T. absoluta en campo.

Nuestros resultados muestran claramente una diferencia significativa en la proporcién

de machos virgenes y apareados que son atraidos por la trampa que contiene hembras vir-
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genes. Los métodos que se utilizaron para identificar el estado de apareamiento del macho
son dos que se expusieron en la metodologia. Estos métodos hacieron posible diferenciar
la proporcion de machos virgenes y apareados utilizando como referencia el tamano de

espermatoéforo de primera a cuarta cépula producidos por individuos colectados en campo.

El Método de la Media de la Primera y Segunda Cépula (MMPSC) mostré ser el més
indicado para ser utilizado en futuros experimentos para diferenciar machos virgenes y
apareados colectados en campo. Este método fue seleccionado observando la dispersién de
los datos en comparacién con el Método de la Media de la Primera Cépula (MMPC). El
MMPSC muestra una menor dispersion de datos por consecuencia la desviacién estandar
es menor que en el MMPC lo que se traduce en un menor error estandar. E1 MMPSC
muestra alta significancia entre los estados de apareamiento de virgen y apareado que a

comparacion del MMPC que muestran una menor significancia.

5.2. Competicion entre feromonas sexuales sintéticas y hembras en la
colecta de machos de T'. absoluta en campos de tomate (Solanum
lycopersicum)

Los resultados que se obtuvieron en este trabajo se relacionan con el trabajo de Lobo
(2005), quien colect6 en campo una mayor proporcién de machos virgenes en trampas ce-
badas con el atrayente sintético mayoritario. Trampas cebadas con el atrayente sintético
de dos componentes y extracto de glandula capturaron proporciones proximas de machos
virgenes y apareados en campo. Sin embargo, debemos considerar que para diferenciar
los estados de apareamiento de los machos colectados en campo, Lobo (2005) utiliz6 una
metodologia distinta a la del presente trabajo. Nuestros resultados también se asemejan
a los de Speridiao (2020), quien demuestra, en experimentos en tinel de viento, que los
machos viejos llegan mas rapido al extracto de la glandula y los machos jévenes llegan en

mayor proporcion a los atrayentes sintéticos.

Lobo (2005); Speridiao (2020) utilizaron en sus experimentos el extracto de la glandu-
la de la hembra como feromona natural. En cambio, en este trabajo utilizamos hembras
vivas que fueron introducidas en jaulas y llevadas a campo para realizar la colecta de
los machos. Por este hecho se podria suponerse que las hembras virgenes, jévenes (Silva,
2008; Dominguez et al., 2019) y en presencia de la planta huésped (contacto fisico y olfato
de los volatiles de la planta) (Dominguez et al., 2019) produjeron una mayor cantidad
de cada componente de la feromona sexual . Esto podria explicar porque en nuestros ex-

perimentos la feromona natural (hembras virgenes) atrajo en mayor proporcién machos
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apareados que machos virgenes.

El Método de la Media de la Primera y Segunda Cépula (MMPSC) hace posible iden-
tificar que una mayor proporcion de machos apareados de T. absoluta consiguen llegar a la
fuente de la feromona sexual producida por hembras virgenes. Este resultado podria estar
asociado a la experiencia sexual de los machos apareados en comparacion a los machos
virgenes (Milonas et al., 2011; Perez-Staples et al., 2008), lo que sugiere que los machos
adquieren una experiencia sexual importante para su futura conducta de cortejo , enton-
ces la experiencia previa de apareamiento podria indicar que estos machos ya han sido
companeros exitosos y es mas probable que vuelvan a aparearse (Dukas, 2005; Milonas
et al., 2011). Nuestros resultados también se confirman en ensayos con 7. absoluta que
muestran que los machos apareados después de ser expuestos previamente al compuesto
mayoritario TDTA presentan mayor sensibilidad al TDTA en comparacién con machos

virgenes (Dominguez et al., 2019).

En T. absoluta las hembras son polidndricas (Lee et al., 2014), a través de la polian-
dria las hembras obtienen beneficios de recursos como mas espermatozoides, nutrientes
(Meade et al., 2017; King, 2018), beneficios genéticos como la diversidad genética de la
descendencia y buenos genes para aumentar la aptitud de la descendencia (Torres-Vila,
2013; Li et al., 2014; Rafter et al., 2018). La preexposicién previa a la feromona general-
mente resulta en una reduccién de la atracciéon masculina por la feromona (Judd et al.,
2005) lo que ocasionaria una mayor competencia con el atrayente sintético y asi con una
experiencia previa los machos conseguirian diferenciar los atrayentes sintéticos de las fe-

romonas sexuales producida por las hembras.

Los resultados muestran que el atrayente sintético de 1 componente atrajo en mayor
proporciéon machos virgenes que machos apareados, lo que indicaria que machos de 7.
absoluta son promiscuos y poliginicos (Silva, 2008) lo cual a fin de encontrar una pareja
y sin experiencia previa serian atraidos facilmente por el atrayente sintético de 1 com-
ponente. En cambio, con el atrayente sintético de 2 componentes fueron colectados una
proporcion similar de machos virgenes y apareados. Esto sugiere, que el atrayente sintético
de 2 componentes es mas atractivo para los machos de T. absoluta en comparacién con el
atrayente de 1 componente (componente mayoritario) (Svatos et al., 1996). La adicién de
los compuestos secundarios generalmente sinergizan/modulan la respuesta del componen-
te principal (Dominguez et al., 2019) y en consecuencia se incrementaria la proporcién de

captura de machos en diferentes estados de apareamiento (Lobo, 2005).

Los resultados obtenidos muestran diferencias en la proporcién de machos colectados

utilizando los atrayentes sintéticos y feromona sexual natural (hembras virgenes). Esto
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sugiere una competencia entre los atrayentes sintético y la hembra, indicando que machos
virgenes serian atraidos por los compuestos sintéticos y los machos apareados estarian apa-
reandose con las hembras en el campo de tomate en presencia de los atrayentes sintéticos.
Es decir, machos de T'. absoluta expuestos previamente a la feromona sexual podrian dife-

renciar entre los atrayentes sintéticos y las feromonas sexuales provenientes de una hembra.

5.3. Factores que influyen en el tamano del espermatéforo del macho
de T. absoluta

Nuestros resultados proporcionan evidencia de que la alimentaciéon larval de T. absolu-
ta en diferentes variedades de tomate (Santa Clara, Vivacy-laboratorio y Vivacy-campo)
influy6 en el tamano del espermatéforo. Esto estaria relacionado con el peso de las pu-
pas del macho, lo cual mostraria que la alimentacién que recibieron (variedades de tomate
Santa Clara y Vivacy) y el ambiente de donde fueron colectadas (campo de tomate y labo-

ratorio) influyé en el peso de los machos y en consecuencia en el tamano del espermatéforo.

El tamano del espermatéforo producido por los machos de T. absoluta disminuyd con
el nimero de cépulas, independiente de la variedad de tomate utilizada durante la ali-
mentacién larval (Santa Clara, Vivacy-laboratorio y Vivacy-campo), lo que confirma que
la produccién del espermatéforo por el macho es costosa (Vahed, 1998). Esto supone que
el apareamiento multiple del macho puede resultar en el agotamiento de componentes
especificos de la eyaculacién (Perez-Staples et al., 2008). Este patrén se ha demostrado
en varias otras especies de Lepidoptera como Papilio machaon (Papilionidae), Choristo-
neura rosaceana (Tortricidae), Pieris rapae (Pieridae), Heliothis virescens (Noctuidae) y
Bicyclus anynana (Nymphalidae) (Sviard and Wiklund, 1986; Delisle and Bouchard, 1995;
Lewis and Wedell, 2007; Blanco et al., 2009; Tigreros, 2013).

Los machos colectados en campo (Vivacy-campo) de tomate produjeron espermatoéfo-
ros de mayor tamano en comparaciéon con los machos alimentados con la variedad Vivacy
y Santa Clara establecidas en laboratorio. Esto muestra que el tamano del espermatoforo
esta relacionado con la nutricién de las larvas, lo que resulta en una relacién positiva en-
tre el tamano del espermatéforo y el peso del macho (Watanabe and Hirota, 1999; Lewis
and Wedell, 2007; Moreau et al., 2007; French-Wade and Hammack, 2012; Tigreros, 2013;
Silveira, 2020). Este mismo hecho se mostr6 en 7. absoluta donde machos mas pesados

transfirieron espermaté6foros de mayor tamano que aquellos de menor peso (Silveira, 2020).

El peso del macho estaria relacionado en que los machos de menor peso tienen menos

reservas de energia que los machos més grandes (Muller et al., 2016). Este mismo patrén
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fue observado en este estudio, donde los machos mas pesados produjeron espermatoforos
méas grandes teniendo en cuenta la alimentacién que recibieron durante la etapa larval y

el ambiente donde crecieron (campo de tomate, laboratorio).

El tamano del espermatéforo producido por los machos colectados en campo (Vivacy-
campo) de tomate muestra diferencias notorias respecto a aquellos alimentados con la
variedad Santa Clara y Vivacy establecidas en laboratorio. Esto se debe a que las pupas
macho que se colectaron en campo tuvieron mayor peso que aquellas pupas que se obtuvie-
ron de larvas alimentadas con la variedad Santa Clara y Vivacy-laboratorio. Los factores
que pudieron afectar el peso de las pupas macho estarian relacionados con la calidad del
alimento que recibieron durante la fase de larva (Delisle and Bouchard, 1995; Delisle and
Hardy, 1997), la variedad del cultivo (Muller et al., 2015, 2016; Awmack and Leather,
2002), las variaciones ambientales ( como fluctuaciones de temperatura en campo) (Pe-
tersen et al., 2000; Awmack and Leather, 2002; Rodrigues and Moreira, 2004; Clissold
and Simpson, 2015), la aplicacién de insecticidas (Biddinger et al., 2006; Aynalem, 2018),

entre otros.

El lugar o ambiente donde se colectaron las pupas son un factor a considerar , las
poblaciones de T. absoluta alimentadas con las variedades Santa Clara y Vivacy fueron
establecidas en laboratorio con humedad y temperatura controladas. Las variedades de
tomate también fueron establecidas en un invernadero con humedad y temperatura con-
troladas. En cambio, las pupas y larvas de ultimo instar colectadas en campo de tomate la
situacién en donde se desarrollaron las plantas de tomates y la plaga es diferente, porque
las condiciones agrocliméaticas no se pueden controlar. Las condiciones en campo como
la disponibilidad de nutrientes, condiciones ambientales (Ponlawat and Harrington, 2007)
podrian haber influenciado en el peso de los machos y en consecuencia en el tamano del

espermatoforo.

En nuestros resultados mostramos que la competicion interespecifica no influy6 en el
peso de las pupas del macho. Esto puede deberse a la mortalidad de las larvas durante los
experimentos. Estos resultados se confirman en experimentos no publicados que mediante
colectas realizadas en campo de tomate muestra que no hubo diferencia en el tamano de
las alas de los machos, este método es un buen método para observar el tamano de un
adulto en lepidépteros (Miller, 1977).

Las variedades de tomate también son un factor a considerar en el peso del macho. La
variedad Santa Clara favorece el desarrollo de T. absoluta (Bogorni and Carvalho, 2006),
pero nuestros resultados muestran que las plantas de tomate Santa Clara provenientes

de invernadero influyeron en la calidad de la planta y, en consecuencia, en el desarrollo
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de los machos. Esto fue reflejado en el menor peso pupal de los machos en comparacion
de aquellas pupas colectados en campo de tomate y el cual también fue reflejado en el
tamano del espermatéforo. Por tanto, el tamano del espermatoforo depende fundamental-
mente de la acumulacién de recursos durante la etapa larvaria. La cantidad y la calidad de
los alimentos ingeridos por la larva (Delisle and Bouchard, 1995) influyen fuertemente en
el almacenamiento de recursos que se asignan a la reproduccién (Awmack and Leather,
2002). Este conjunto de factores afecta en el peso de las pupas del macho y en conse-
cuencia en el tamano del espermatéforo del macho en T. absoluta como lo demuestran los

resultados obtenidos en el presente trabajo.

Nuestros resultados muestran que el tamano del espermatoforo de los machos de T.
absoluta estuvo influenciado por la alimentacién (variedades del tomate Santa Clara, Vi-
vacy ), el ambiente donde se desarrollaron las 1 (laboratorio, campo de tomate), niimero de
copulas y peso del macho. Los machos colectados en campo es probable que tengan mas
reservas para invertir en su reproduccion debido a su mayor peso, en comparacion con
machos cuyas larvas fueron alimentadas con la variedad Santa Clara y Vivacy provenientes
de laboratorio. Por tanto, los resultados sugieren que los individuos de poblaciones de 7.
absoluta provenientes de campos de tomate no son iguales en peso a aquellos individuos
provenientes de poblaciones establecidas en laboratorio. Los resultados demuestran que el
tamano del espermatoforo puede ser utilizado para determinar el estado reproductivo de

los machos de T. absoluta colectados en campo.
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