BENEMERITA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE PUEBLA

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

Respuesta conductual de adultos de Anastrepha ludens a
mezclas sintéticas de compuestos presentes en el
volatiloma de diversos cultivares de manzana (Malus x
domestica)

Tesis que para obtener el titulo de:
LICENCIADA EN BIOLOGIA

PRESENTA:

ROJAS ACA YESSICA ZAMIRA

DIRECTOR: ALUJA SCHUNEMAN HOFER MARTIN
RAMON

CO-DIRECTORA: BARRAN PRIOR ROXANAYVETTE

agosto 2024



AGRADECIMIENTOS

Agradezco profundamente a mi director de tesis, el Dr. Martin R. Aluja Schuneman
Hofer y a mi co-directora, la M. en C. Roxana Yvette Barran Prior, por permitir
unirme a su equipo de trabajo. Reconozco su esfuerzo y dedicacion en el disefio y
desarrollo de la investigacion vinculada a mi tesis y en la revision de cada una de
las versiones que tuvo esta tesis. Agradezco el apoyo académico y economico
brindado, sus valiosos aportes, y sobre todo sus palabras de aliento a lo largo de la

realizacion de esta tesis.

A las doctoras Alma Rosa Altuzar Molina y Virna Larissa Guillén Conde por su guia
en cada experimento realizado, por su apoyo en la busqueda de literatura, y por la
revision de esta tesis. Al Dr. Carlos A. Pascacio Villafan por su asesoria experta en

los analisis estadisticos y por su apoyo en la redaccion de los resultados de estos.

Agradezco al Ing. Agr. Emilio Acosta Velasco y al Ing. Agr. Gabriel A. Hernandez
Velasquez por el apoyo en las colectas de frutos y suministro de insectos para los
bioensayos en tunel de viento realizados. Al Bidl. Rafael Ortega Casas, al Bidl. Juan
Carlos Conde Alarcon y al M.C. Erick J. Enciso Ortiz por su apoyo en la toma de
fotografias y el suministro de material de laboratorio requerido a lo largo del presente

trabajo.

También agradezco a mis revisores de tesis, la M. en C. Ana Lucia Castillo Meza y
al Dr. César Antonio Sandoval Ruiz por su tiempo, aportes esenciales a esta tesis,

y su apoyo clave en el proceso de titulacion.

Gracias totales a Alejandra Violeta Navarro Marquez y a Nayely Conde Alarcdn,
asistentes de la Red de Manejo Biorracional de Plagas y Vectores, por su apoyo en
todos los tramites administrativos realizados antes, durante y después de la

realizacion de este trabajo.

Agradezco al CONAHCYyT por el apoyo econdmico que se me otorgd via una beca
durante el periodo en el que se realizé este trabajo de investigacion vinculado al
Proyecto FORDECYT-PRONACES No. 848296 “Dilucidar el potencial efecto del




cambio climatico en el creciente problema de expansién altitudinal y de hospederos

en plagas agricolas”.

Mi especial agradecimiento al Instituto de Ecologia, A.C. por brindarme los
laboratorios y equipos necesarios para la realizacion de los bioensayos en tunel de
viento. Asi como a todo el personal administrativo por su apoyo constante en cada

tramite requerido.

También agradezco a los administrativos de la Facultad de Ciencias Biolégicas de
la Benemérita Universidad Autbnoma de Puebla, quienes me apoyaron y guiaron en

cada tramite realizado.




DEDICATORIA

A mi padre José Luis Rojas, a mi madre Socorro Aca, y a mi hermano Diego Ivan
Rojas. Por ser mi pilar fundamental y fuente de inspiracion, por su inquebrantable
apoyo, sacrificio y amor incondicional. Gracias por creer en mi, los amo.

A Alejandra Denisse, mi complice en cada paso, tu presencia en mi vida es fuente
de motivacion, amor y apoyo. Te amo.




iNDICE

1. LISTA DE FIGURAS Y DIAGRAMAS..........ooeeeeennnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnns 6

7 £ =8 U | 7

3. INTRODUGCCION ......ocooeuereirreeeeseseseesessssessesssesesssssssessesssssssssssensssssssnnns 8
3.1 Contexto general del eStudio...........oovveiiiiiiii i 8
3.2 Calentamiento global y su impacto en la distribucion geografica de
INSECLOS ...ttt 9

3.3 Anastrepha ludens (Diptera: Tephritidae)............uvveiiiiiiiiiiiicceee e, 11
3.4 Busqueda, localizacion y eleccidon de frutos hospederos por parte de
las Moscas de la Fruta ..........coooeeiiiiiieecee e 14

3.5 Identificacion y analisis de compuestos volatiles con actividad biologica........ 16
4, JUSTIFICACION ..o, 20
5.OBUETIVOS ...ttt e e e e e e e e e e 20
ST 1= T = | PSSR 20
ST ] o L= o3 T 1 PSSR 21
6. MATERIALES Y METODOS .......cooviiieieeeeeee e, 21
6.1 Obtencion de INSECIOS ......ccoo oo 21
6.2 Disef0o exXperimental ....... ..o 22
6.3 Bioensayos en tuneles de viento .........ccooooiiiiiiiiiiiii e 23
6.4 AnAlisis eStadiStiCOS .........iiiii i 25
T.RESULTADOS ... 26
7.1 Evaluacion del efecto de las mezclas sintéticas sobre la captura de
hembras de A. ludens en bioensayos en tuneles de viento .................... 26

8. DISCUSION ..ot 28
9. CONCLUSION ..ot 31
10. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .........ccoovieiiieeeeeeeeeeeeeeeeee e 32




1. LISTA DE FIGURAS Y DIAGRAMAS

FIGURAS

Figura 1. Anastrepha ludens (Diptera: Tephritidae). a) Morfologia de una hembra
adulta y b) morfologia de un macho adulto. .............ccccooeiiiiiiiiiiii e, 12
Figura 2. Organo ovipositor (actleo) de hembra adulta de A. ludens. ................. 14

Figura 3. Medias estimadas de capturas de hembras de A. ludens en bioensayos en
tuneles de viento, basadas en GLM con distribucion de error cuasibinomial, en
funcidén de la concentracién de los tratamientos. Estimaciones reconvertidas a
escala de proporcién. Las barras de error indican intervalos de confianza del 95%.
Figura realizada de acuerdo con los resultados obtenidos por Barran-Prior (2023).
.............................................................................................................................. 19

Figura 4. Tuneles de viento mostrando el montaje de esferas de poliestireno
cubiertas con pegamento sin olor (Stickem®) para capturar a las moscas. En cada
tunel se colocaron dos esferas, una contenia la mezcla de los ésteres sintéticos, y
la otra el tratamiento control (diclorometano). Las esferas fueron rotadas de manera
aleatoria en Cada répliCa. ..........oiiiiiiiii e 25

Figura 5. Medias estimadas de capturas de hembras de A. ludens en bioensayos en
tuneles de viento, basadas en GLM con distribucién de error binomial, en funciéon de
las combinaciones de los compuestos y las concentraciones de las mezclas. Donde
B= butil butirato y H= (Z)-3-hexenil acetato. Los numeros en las etiquetas del
tratamiento representan las proporciones de los compuestos en la mezcla, y las
letras finales indican la concentracion de la mezcla: Baja (B), Media (M), Alta (A).
Las barras de error indican intervalos de confianza del 95%. ........cccccceeiiiiiiiiiiis 27

DIAGRAMAS

Diagrama 1. Diseno experimental aleatorizado de bioensayos en tunel de viento

CUADROS

Cuadro 1. Coeficientes estimados del modelo lineal generalizado (GLM) para la
captura de hembras de Anastrepha ludens en funcion de los tratamientos con
MEZCIAS SINTELICAS ....ueieiiiee e 26




2. RESUMEN

El calentamiento global esta generando cambios drasticos en el mundo, alterando patrones
climaticos y habitats naturales. Estos cambios han ocasionado el desplazamiento geografico
de muchas especies, incluidos los insectos, forzandolas a adaptarse a nuevos entornos y
hospederos. Tal es el caso de Anastrepha ludens (Diptera: Tephritidae), la Mosca Mexicana de
la Fruta, quien se esta desplazando de zonas tropicales o semitropicales, a regiones templadas
y de mayor altitud, donde ya esta infestando a la manzana, un fruto que hasta hace poco no
atacaba. Puesto que los compuestos organicos volatiles (COVs) emitidos por las frutas
desempefian un papel fundamental en el comportamiento de busqueda y eleccion de
hospederos por parte de las Moscas de la Fruta, recientemente se analizo la respuesta antenal
de hembras sexualmente maduras de A. ludens al perfil volatil de la manzana, y se lograron
identificar algunos compuestos que generaron respuestas electrofisioldgicas consistentes en
esta especie de mosca. Sin embargo, cuando los compuestos activos se expusieron de manera
individual en bioensayos de doble eleccidon en tunel de viento, no se encontré un efecto
estadisticamente significativo de ninguno de los compuestos en la captura de moscas. Con
base en la informacién anterior y como continuacion a lo reportado por Barran-Prior (2023), en
el presente trabajo se analizd la respuesta conductual de hembras adultas de A. ludens a
mezclas sintéticas que contenian diferentes proporciones y concentraciones de dos de los
compuestos activos reportados por esta autora (butil butirato y (Z)-3-hexenil acetato), para
determinar si la sinergia entre los componentes potenciaba las respuestas conductuales ya
observadas en la Mosca Mexicana de la Fruta cuando estos volatiles se presentaron de manera
individual. Los resultados de este estudio no mostraron un efecto estadisticamente significativo
de las combinaciones de los compuestos butil butirato y (Z)-3-hexenil acetato en las
concentraciones de las mezclas probadas en la captura de moscas de A. ludens en los
bioensayos en tuneles de viento. Sin embargo, otros factores pudieron influir en las respuestas
conductuales no significativas por parte de las moscas, por ejemplo A. ludens podria estar
percibiendo el aroma de las manzanas como un “todo”, en lugar de una mezcla de compuestos
individuales. Este trabajo contribuira al ain limitado conocimiento que se tiene sobre la ecologia
quimica de A. ludens y su relacién con los volatiles de la manzana. Ademas, proporciona
informacién valiosa que puede impulsar la realizacién de nuevos estudios enfocados en la

respuesta conductual de A. ludens a estos ésteres y otros compuestos volatiles relevantes.




3. INTRODUCCION
3.1 Contexto general del estudio

El calentamiento global esta generando muchos cambios en el planeta tierra, varios
aun imperceptibles o poco comprendidos (Bozinovic & Cavieres, 2019). Por
ejemplo, en el caso de los insectos, el incremento de la temperatura ambiental
genera cambios en los procesos moleculares de percepcion de olores,
particularmente en las proteinas de unién a olores (odorant-binding proteins, OBPs
en inglés), los receptores olfativos (olfactory receptors, ORs en inglés) y las enzimas
de degradacion de olores (odorant degrading enzymes, ODEs en inglés) (Sanchez-
Gracia, 2005; Diaz-Fleischer & Castrejon-Gémez, 2012) esto debido a que la
temperatura modifica las concentraciones de los compuestos volatiles que
conforman el aroma emitido por las plantas, y puede afectar la cinética de las
reacciones quimicas involucradas en la percepcién de olores (Zeyner & Tichy, 2000;
Riverdn et al., 2009). En esta tesis el modelo de estudio fue la mosca mexicana de
la fruta, Anastrepha Iludens (Loew) (Diptera: Tephritidae), un insecto que,
probablemente debido al aumento de la temperatura ambiental, se esta
desplazando de zonas tropicales o semitropicales donde se cultivan citricos y
mangos, a zonas templadas donde se cultivan manzanas (Aluja et al., 2014). En
tiempos recientes, se ha documentado la infestacién de manzanas por esta especie
de Mosca de la Fruta en Nuevo Ledn e Hidalgo (M. Aluja, informacion no publicada),
algo inédito y que indica que la plaga no solo estda ampliando su rango de
distribucion invadiendo zonas templadas, sino que también esta ampliando su rango
de hospederos, en este caso la manzana, Malus domestica Borkh. (anteriormente
Pyrus malus L.). Esto implica que las/los productores de manzana del pais, entre
ellos los de Puebla, tendran que lidiar con una nueva plaga que no conocian y que
complicara el manejo de los huertos ya que, hasta ahora, la unica especie de mosca
de la fruta reportada atacando a las manzanas en México era Rhagoletis pomonella
(Walsh) la “mosca de las manzanas”, importante plaga de este frutal en los EUA
(Rull et al., 2010; Yee et al., 2012; Wakie et al., 2019).




Por lo anterior, en este trabajo se abord6 una pregunta vinculada al fenbmeno
que se esta observando en la naturaleza. Es decir, si A. ludens ya esta atacando a
las manzanas en huertos comerciales, ¢ esta reconociendo los olores de este nuevo
fruto hospedero? Basado en un estudio reciente (Barran-Prior, 2023), en el cual se
demostré que hembras sexualmente maduras de A. ludens exhiben respuestas
positivas a ciertos volatiles individuales de la manzana en pruebas
electroantenograficas y en tuneles de viento, en donde se estudi6 la respuesta de
hembras de A. ludens sexualmente maduras a combinaciones de volatiles de
manzanas usando bioensayos en tunel de viento. Lo anterior, debido a que en la
naturaleza las moscas no estan expuestas a volatiles individuales, sino a un
“bouquet” complejo de diversos componentes volatiles (Aluja et al., 2020). Aqui se
probaron mezclas de dos compuestos volatiles en particular que ya demostraron
actividad biologica en pruebas de electroantenografia y bioensayos en tuneles de
viento (Barran-Prior, 2023) aplicando la herramienta de modelaje de “superficie de
respuesta” para identificar las proporciones optimas de los compuestos en la mezcla
y la concentracion mas eficaz de esta (Anderson & Whitcomb, 2005). Esta
informacion, podria ser potencialmente util para las/los productores de manzanas
ya que se podrian desarrollar trampas cebadas con algunos volatiles de manzana
para el monitoreo y manejo de A. ludens en el campo. Sin embargo, este posible

desarrollo tecnoldgico esta fuera del alcance de esta tesis.

3.2 El calentamiento global y su impacto en la distribucién geografica de

insectos

El calentamiento global es el mayor desafio ambiental al que se enfrenta el planeta
en la actualidad (Duarte et al., 2006). Se ha producido principalmente por la
acumulacion progresiva de gases de efecto invernadero como el diéxido de carbono
(CO2), el metano (CHa4), el 6xido nitroso (N20), y los gases fluorados en la atmésfera
debido a actividades humanas, dando lugar a variaciones significativas en los
componentes del clima, particularmente en la temperatura (IPCC, 2007; Bozinovic

& Cavieres, 2019). De acuerdo con el grupo intergubernamental de expertos sobre




el Cambio Climatico de las Naciones Unidas (IPCC por sus siglas en inglés) desde
la época preindustrial (afos 70s) la temperatura global ha aumentado
aproximadamente 1.0°C con un rango de 0.8°C a 1.2°C (IPCC, 2018) y se prevé un
incremento de 1.4 a 5.8°C durante el proximo siglo (Pachauari & Reisinger, 2007).
Como consecuencia de estas alteraciones climaticas, la distribucion geografica y la
abundancia de determinados organismos en la naturaleza se han visto gravemente
afectadas (Field & Barros, 2014).

Uno de los organismos mas vulnerables ante el calentamiento global son los
insectos (Bale et al., 2002). Los insectos son animales poiquilotérmicos (también
llamados ectotérmicos), es decir, no producen su propio calor, y dependen de
fuentes externas para regular su temperatura corporal (Skendzi¢ et al., 2021). El
incremento de la temperatura ambiental afecta directamente la reproduccion,
supervivencia, dinamica poblacional, y desplazamiento geografico de los insectos
(Bale et al, 2002). Bajo este ultimo contexto, la propagacién de especies a regiones
fuera de su area de distribucion original proporciona oportunidades para que los
insectos exploren nuevos recursos (FAO, 2020). Ademas, estos insectos irruptores
podrian desplazar y/o depredar a las especies nativas, reduciendo asi la
biodiversidad de un area determinada y causando importantes desequilibrios
ecologicos (Comité Asesor Nacional sobre Especies Invasoras, 2010; Bellard et al.,
2016; CONABIO, 2023). Hoy en dia, el calentamiento global y su influencia en el
comportamiento y distribucion de los insectos representa una amenaza para
diversos ecosistemas en todo el mundo, impactando particularmente la

productividad de por ejemplo los ecosistemas agricolas (Skendzic et al., 2021).

A lo largo del tiempo, se ha reportado que plagas agricolas como el picudo
del chile Anthonomus eugenii (Cano) (Coleoptera: Curculionidae) (Garza-Urbina,
2001), el pulgon café de los citricos Toxoptera citricida (Kirkaldy) (Hemiptera:
Aphididae) (SENASICA, 2019a), la cochinilla rosada del hibisco Maconelicoccus
hirsutus (Green) (Hemiptera: Pseudococcidae) (SENASICA, 2013) y Diaphorina citri
(Kuwayama) (Hemiptera: Liviidae) (SENASICA, 2019b) se han desplazado de sus

zonas geograficas habituales como respuesta al incremento de la temperatura

10



global. En todos los casos, el establecimiento de estas especies en nuevas areas
ha sido determinada, en gran medida, por la disponibilidad de plantas hospederas
adecuadas (Skendzic¢ et al., 2021).

Como se indico en la primera seccion de esta introduccion, en afos recientes,
este fendmeno de expansion del area de distribucion como posible consecuencia
del calentamiento global también se ha detectado en Anastrepha ludens (Aluja et
al., 2019, datos no publicados), un insecto plaga de zonas tropicales nativo de la
Sierra Madre Oriental, al noreste de México (Birke et al., 2013). De acuerdo con
observaciones de campo, esta especie de mosca de la fruta, que tendia a
distribuirse en zonas calidas o semicalidas (con altitudes no mayores a los 1000 m
s.n.m.), esta desplazandose hacia regiones templadas y de mayor altitud (hasta
1800 — 2000 m s.n.m.) donde estd empezando a atacar a la manzana (Malus x
domestica Borkh [Rosaceae]), un frutal que hasta hace poco no estaba reportado
como hospedero natural de esta especie de mosca. La presencia de A. ludens'y
sus infestaciones incipientes en frutos de manzana se han registrado en dos
importantes entidades manzaneras a nivel nacional, Nuevo Ledén e Hidalgo (M.
Aluja, comunicacion personal), lo que podria representar para los productores
locales (y eventualmente nacionales) un grave problema con impacto econémico y

social.

3.3 Anastrepha ludens (Diptera: Tephritidae)

Anastrepha ludens, la mosca mexicana de la fruta (Figura 1), es una especie plaga
cuarentenaria que se distribuye desde México hasta Costa Rica (Birke et al., 2013).
Dentro de la Republica Mexicana, su distribucidén abarca los estados de:
Aguascalientes, Campeche, Chiapas, Colima, Durango, Guanajuato, Guerrero,
Jalisco, México, Michoacan, Morelos, Nayarit, Nuevo Ledn, Oaxaca, Puebla,
Querétaro, Quintana Roo, San Luis Potosi, Sinaloa, Tabasco, Tamaulipas, Tlaxcala,
Veracruz, Yucatan, y Zacatecas, pero las mayores poblaciones se encuentran

localizadas en Chiapas y Veracruz (Hernandez-Ortiz, 2007). Se trata de un insecto
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frugivoro altamente polifago (Aluja, 1993) y sus principales hospederos estan
incluidos en las familias de plantas Rutaceae (citricos) y Anacardiaceae (mango),
aunque también ataca por ejemplo a la granada roja (Punica granatum L.
[Lythraceae]) y al Chile Manzano (Capsicum pubescens Dunal [Solanaceae]))
(Thomas, 2004), entre otros frutales (Baker et al., 1944; NOM-075-FITO-1997, 1998;
Aluja et al., 2000; Birke & Aluja, 2018). Previo a la manzana, solo una especie

perteneciente a la familia Rosaceae (Prunus persica L.; durazno) habia sido

Figura 1. Anastrepha ludens (Diptera: Tephritidae). a) Morfologia de una hembra
adulta y b) morfologia de un macho adulto. Fotografias tomadas por Erick J. Enciso
Ortiz, INECOL.

reportada como hospedero natural de esta mosca (Leyva et al., 1991). Aunque su
rango de hospederos varia de regidén a region, causa pérdidas principalmente en
citricos (Citrus spp. [Rutaceae]) y mango (Mangifera indica L. [Anacardiaceae])
(Aluja, 1993). Debido a la amenaza que representa para diversas especies de
frutales en México, A. ludens esta sujeta a control oficial y es manejada por medio
del Programa Nacional de Moscas de la Fruta (PNMF), NOM-023-FITO-1995y 1999
(Grupo Técnico del PNMF, 2017).
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El ataque a las frutas por parte de este tefritido es realizado por las hembras
adultas que, con la ayuda de su érgano ovipositor (aculeo) (Figura 2), perforan la
cascara del fruto para depositar (inyectar) sus huevos (Aluja & Mangan, 2008).
Anastrepha ludens deposita sus huevos en paquetes de cinco o seis por oviposicidon
y las hembras con acceso a recursos ovipositan un promedio de tres paquetes al
dia (Berrigan et al.,, 1988; Liedo et al., 1993). Las larvas de esta especie se
alimentan de la pulpa de las frutas (salvo en el caso del chapote amarillo, Casimiroa
greqggii S. Watson [Rutaceae], fruto en el que las larvas también se alimentan de las
semillas) causando la descomposicidn de estas y su caida prematura (Aluja, 1993).
En su ultimo estadio larval, salen de la fruta podrida, se entierran y pupan en el
suelo, de donde 16-19 dias después (o mas tiempo dependiendo de la temperatura
ambiental y del suelo) emergeran los adultos (Baker et al., 1944; Aluja 1993). La
dispersién de los adultos se vera influida por parametros como la humedad relativa,
la temperatura ambiental, y la altitud de los ecosistemas, asi como por la
disponibilidad de frutos hospederos (Aluja, 1993; Liedo & Toledo, 2007). Bajo
condiciones climatolégicas adversas y escasez de recursos, esta mosca se eleva a
las zonas altas de los arboles para aprovechar los vientos dominantes que facilitan
su desplazamiento (Aluja, 1993). Por otro lado, la probabilidad del establecimiento
de A. ludens en éreas libres puede ocurrir cuando se conjuntan condiciones
ambientales favorables para su desarrollo y la presencia de hospederos en estado

susceptible para ser infestados (Sequeira et al., 2001).
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Figura 2. Organo ovipositor (actleo) de la hembra adulta de A. ludens.
Fotografias tomadas por Erick J. Enciso Ortiz, INECOL.

3.4 Busqueda, localizacion, y eleccion de frutos hospederos por parte de las

moscas de la fruta

La busqueda, localizacién, y eleccidon de los frutos hospederos por parte de las
hembras gravidas (i.e., cargadas de huevos) implican la integracion de una
secuencia de entradas sensoriales multimodales (Jang & Light, 2020). Las moscas
de la fruta utilizan compuestos organicos volatiles (de aqui en adelante COVs)
emitidos por las plantas hospederas durante el proceso de busqueda de los frutos
(Roitberg, 1985). Los COVs son compuestos que contienen carbono y tienen
propiedades fisicas como alta presion de vapor y bajo peso molecular, lo que les
permite atravesar facilmente las membranas celulares de la planta y liberarse en el
ambiente (Dudareva et al., 2013). Se han determinado mas de 1700 COVs de 90
familias de plantas tanto angiospermas como gimnospermas (Knudsen et al., 2006;
Dudareva et al., 2013). Al conjunto de estos compuestos liberados por un fruto o la
planta completa se le conoce como volatilioma (Tiwari et al., 2020). Dentro del
volatiloma de frutos se han identificado diferentes mezclas, particularmente de
terpenoides, derivados de acidos grasos, y compuestos aromaticos (Dobson, 2006).

Esta informacion quimica volatil es detectada a distancia a través de las antenas y
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permite la orientacion hacia los sitios de oviposicion (Aluja & Prokopy, 1992;
Guidobaldi & Guerenstein, 2012). Sobre las antenas se distribuyen estructuras tipo
“pelos” inervados llamados sensilas (Guidobaldi & Guerenstein, 2012; Guillén et al.,
2023). Los COVs transportados por difusion en el aire llegan a las antenas e
ingresan a las sensilas olfativas a través de poros en su pared cuticular (Brito et al.,
2016). Estas moléculas de olor, de naturaleza hidrofébica, son percibidas por las
proteinas de union a olores (OBPs) y transportadas a través de la linfa antenal hasta
llegar al correspondiente receptor de olor (OR) situado en la membrana de la
dendrita de las neuronas receptoras de olor (en inglés Odour Receptor Neurons-
ORNSs). La interaccion que tienen las moléculas de olor y el receptor de olor causa
un potencial de accion que se traslada por el nervio antenal hasta el l6bulo antenal
(eninglés Antennal Lobe- AL) en donde se procesa, integra y codifica la informacion
olfativa, lo que resulta en una respuesta conductual (Vosshall & Stocker, 2007;
Galizia & Sachse, 2010; Sachse & Krieger, 2011). Una vez que el insecto ha
localizado el habitat mediante el uso de informacién quimica volatil de la planta, los
estimulos visuales gobiernan la siguiente fase de ubicacion del hospedero (Aluja &
Prokopy, 1993; Finch & Collier, 2000). EIl color, el tamafo y la forma del fruto
influyen en la eleccion de los potenciales hospederos larvales (Diaz-Fleischer et al.,
1999). Tras posarse sobre el fruto, la evaluacion de la superficie implica la quimio-
recepcidon por contacto de compuestos estimulantes y disuasores menos volatiles a
través de sus palpos bucales y maxilares (Stadler, 1984). Finalmente, la seleccion
o discriminacion entre frutos dependera de los estimulos “positivos” y “negativos”
para la hembra gravida (Miller & Strickler, 1984). Ademas, otros factores como el
estado fisiolégico de la mosca (e.g., edad, madurez sexual, estado de
apareamiento, carga de O6vulos), su experiencia sensorial, aprendizaje, y
antecedentes genéticos pueden influir en la aceptacion de un fruto (Miller & Strickler,
1984; Jones & Davis, 1989; Duan & Prokopy, 1992). Las moscas recién emergidas
son atraidas particularmente por olores alimenticios, principalmente olores
proteicos, ya que su prioridad es encontrar fuentes de alimento para sobrevivir y
completar su desarrollo. Las hembras sexualmente inmaduras también responden

principalmente a olores proteicos debido a que la proteina es esencial para
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completar su madurez sexual y asegurar el correcto desarrollo de los ovarios en las
hembras y de los testiculos en los machos. Una vez que han alcanzado la madurez
sexual, responderan al olor de la feromona emitida por el sexo opuesto para
encontrar pareja y reproducirse. Por otro lado, las hembras sexualmente maduras
responden a olores emitidos por sus frutos hospederos para la oviposicion (Ibafiez-
Lopez & Cruz-Lopez, 2001; Garcia-Ramirez et al., 2004; Diaz-Fleischer &
Castrejon-Gomez, 2012).

3.5 Identificaciéon y analisis de compuestos volatiles con actividad biolégica

La comprensién integral del comportamiento de busqueda y eleccion de frutos
hospederos de una plaga como A. ludens, asi como la identificacion de estimulos
quimicos y/o visuales que provocan estos comportamientos, son cruciales para el
desarrollo de sistemas de captura efectivos para monitorear y/o controlar sus
poblaciones (Diaz-Santiz et al., 2016). El uso de trampas cebadas con compuestos
volatiles vegetales es una estrategia de control orientada al manejo biorracional de
insectos plaga sin utilizar insecticidas sintéticos (Quilici et al., 2014). Sin embargo,
en una mezcla aromatica compleja, la identificacion de compuestos volatiles que
generen respuestas electrofisioldgicas no es facil. Procedimientos analiticos como
las técnicas acopladas de Cromatografia de Gases-Espectrometria de Masas (CG-
EM) y Cromatografia de Gases-Electroantenodeteccion (CG-EAD), permiten la
identificacion de compuestos activos presentes en el perfil volatil de las plantas y
ayudan a la seleccibn de candidatos para estudios de comportamiento en
condiciones de laboratorio o campo (Aluja et al., 1993). Para determinar si los
compuestos seleccionados generan respuestas de atraccidon o aversion, se
necesitan bioensayos de comportamiento a través de pruebas olfatométricas. En
insectos voladores como las moscas de la fruta, estas pruebas se realizan
principalmente en tuneles de viento (Cardé, 1984; Aluja et al., 1993). En los tuneles
de viento se ingresa aire del ambiente dentro del sistema con la ayuda de una
bomba de extraccion. Previamente, el aire pasa por un filtro (comunmente carbon

activado) que permite la eliminacion de olores. En el extremo del tunel donde
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ingresa el aire, se colocan los tratamientos de olor, y en el extremo opuesto se
liberan los insectos a analizar. El flujo laminar de aire arrastra los tratamientos (i.e.,
volatiles) desde la fuente de olor hacia el extremo de liberacién de los individuos y
estos deberan volar a contraviento hacia los tratamientos odorificos (Howse et al.,
2013). Cabe resaltar que, en algunas especies de insectos, como es el caso de las
moscas de la fruta, las condiciones ambientales como la humedad relativa, la
presion atmosférica, la temperatura, y la intensidad de luz pueden influir en el
comportamiento de los individuos mientras se realizan los bioensayos (Cardé &
Roelofs, 1973; Royer & McNeil, 1993). Los estimulos odorificos dentro del tunel de
viento pueden ser expuestos de manera individual a concentraciones especificas o
se pueden realizar formulaciones y exponer mezclas sintéticas de compuestos con
actividad biologica (Quilici et al., 2014). Idealmente, los estimulos de olor deberian
conjuntarse con estimulos visuales apropiados (e.g., forma, tamafo, color, contraste
de fondo) para proporcionar una combinacion sinérgica de estimulos que maximice
las respuestas conductuales. Dado que puede haber variaciones en la forma en la
que los insectos examinados perciben la informacién aromatica y la traducen en una
respuesta conductual, el verdadero reto de estos estudios es identificar las
proporciones Optimas de compuestos clave que deben usarse para que la mezcla
artificial actue como un “superestimulo” y pueda competir contra las mezclas

volatiles naturales en el campo.

Anastrepha ludens ha sido modelo de estudio en el analisis de la respuesta
a volatiles de hospederos como: el chapote amarillo, C. greggii (Robacker et al.,
1992); la naranja agria, Citrus x aurantium L. (Rasgado et al., 2009), la guayaba,
Psidium guajava L. (Malo et al., 2005), el zapote blanco, Casimiroa edulis La Llave
& Lex (Gonzalez et al., 2006) entre otros. Debido a sus incipientes apariciones en
huertos comerciales de manzana, recientemente se analizé, mediante ensayos de
electroantenografia, la respuesta antenal de hembras de A. ludens al volatiloma de
la manzana (M. domestica) (Barran-Prior et al., 2023; datos aun no publicados
formalmente), un hospedero potencial de este diptero en escenarios de cambio
climatico. Especificamente se analizo la respuesta al perfil volatil de tres cultivares

que presentan una susceptibilidad diferencial al ataque de A. ludens: ‘Golden
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Delicious’, ‘Rayada’, y ‘Criolla’. Adicionalmente, en ese trabajo se analiz6 la
respuesta antenal de A. ludens a ésteres reportados como atrayentes para R.
pomonella, la mosca de la fruta especializada en infestar manzanas y con la que A.
ludens podria competir en el futuro por este recurso. De acuerdo con los resultados
obtenidos, A. Iudens responde electroantenograficamente a compuestos
especificos presentes en el perfil volatil de este fruto perteneciente a la familia de
las Rosaceas. Cuando los compuestos que generaron las mayores respuestas
antenales (i.e., hexil acetato, butil butirato, y (Z)-3-hexenil acetato) fueron expuestos
de manera individual en bioensayos de doble eleccion en tunel de viento, usando
esferas de poliestireno pintadas y cubiertas de pegamento sin olor, no se encontrd
un efecto estadisticamente significativo de ninguno de los compuestos en la captura
de moscas en comparacion con el control negativo (diclorometano). No obstante, a
concentraciones de 100 y 800 ug, se logré detectar que dos de los compuestos
probados, butil butirato y (Z)-3-hexenil acetato, lograron capturar una mayor
proporcion de moscas en comparacion con el control (diclorometano). En cambio,
el éster hexil acetato no logré capturar una mayor proporcidn de moscas en
comparaciéon con el diclorometano en ninguna de las concentraciones evaluadas
(Figura 3). En este punto es importante mencionar que aun no hay estudios
conductuales en donde se determine si la respuesta de A. ludens se ve maximizada
al utilizar mezclas de estos compuestos, especificamente del butil butirato y del (Z)-
3-hexenil acetato, en diferentes proporciones y concentraciones. Se ha reportado
que en muchos sistemas se requieren mezclas de compuestos derivados de la
planta hospedera en lugar de componentes individuales para provocar niveles de
respuesta mas adecuados en insectos herbivoros (e.g., Carlsson & Hansson, 2003).
Ademas, se ha propuesto que las interacciones sinérgicas entre los componentes
de una mezcla de olores contribuyen a la atraccion de especies tefritidas como
Anastrepha obliqua (Macquart) (Lasa & Williams, 2022), Anastrepha (antes
Toxotrypana) curvicauda (Gerstaecker) (Robledo & Arzuffi, 2004) y R. pomonella
(Zhang et al., 1999).

18



1.00

=
© .
o T -
E B -
2 075 | - + :
o i
| . T -
e
n T i
(1] i
2 050
o
E |
[+}] i
u ~ - -
m - -
E 025 ]
=y o J
o | |
1] B
U i
0.00 _
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Tratamientos

Figura 3. Medias estimadas de capturas de hembras de A. ludens en bioensayos en tuneles de
viento, basadas en GLM con distribucion de error cuasibinomial, en funcién de la concentracion de
los tratamientos. Estimaciones reconvertidas a escala de proporcion. Las barras de error indican
intervalos de confianza del 95%. Figura realizada de acuerdo con los resultados obtenidos por
Barran-Prior (2023).

Basados en toda la informacién anteriormente expuesta, y como continuacion
a lo descubierto por Barran-Prior (2023), en el presente trabajo se analizd la
respuesta conductual de hembras adultas de A. ludens a mezclas sintéticas que
contenian diferentes proporciones y concentraciones de los dos compuestos
bioactivos reportados por esta autora (butil butirato y (Z)-3-hexenil acetato), para
determinar si la sinergia entre los componentes potencializa las respuestas
conductuales ya observadas en la mosca mexicana de la fruta cuando estos

volatiles se presentaron de manera individual.
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4. JUSTIFICACION

Posiblemente debido al aumento de la temperatura ambiental, A. ludens, una plaga
agricola tropical, se esta desplazando hacia zonas templadas y ha comenzado a
infestar a la manzana, un fruto que hasta hace poco no atacaba, lo cual representa
una problematica de alto impacto ambiental, agricola y econémico, y amenaza la
produccion de manzanas en México, asi como la posibilidad de exportar este fruto

a otras zonas.

Dado que en la naturaleza las moscas de la fruta no estan expuestas a
volatiles de manera individual, sino a combinaciones de estos, es de suma
importancia la investigacion e identificacion de combinaciones y concentraciones
optimas de compuestos volatiles emitidas por sus frutos hospederos, en este caso
la manzana, que influyen en el comportamiento del insecto. Esto para comprender
la interaccion biolégica entre la especie plaga y su hospedero. Los resultados
obtenidos en este trabajo ampliaran el aun escaso conocimiento que se tiene sobre
la ecologia quimica de A. ludens y su interaccion con las manzanas, y aportaran
informacion relevante que podria ayudar a generar nuevos estudios relacionados

con la respuesta conductual de A. ludens a estos ésteres.

Ademas, el conocimiento adquirido podria utilizarse para desarrollar
estrategias de manejo integrado de plagas, optimizando el uso de atrayentes
naturales para el monitoreo y manejo de las poblaciones de moscas en el campo,

minimizando asi el impacto ambiental.

5. OBJETIVOS
5.1 General

Analizar la respuesta conductual de Anastrepha ludens a mezclas sintéticas de
compuestos presentes en el perfil volatil de diversos cultivares de manzana (Malus

x domestica).
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5.2 Especifico

Analizar la eficiencia de mezclas sintéticas de los ésteres butil butirato y (Z)-3-
hexenil acetato en diferentes proporciones y concentraciones, en la captura de
hembras sexualmente maduras apareadas de A. ludens, en bioensayos de doble

eleccién en tuneles de viento.

6. MATERIALES Y METODOS
6.1 Obtencion de insectos

Para la obtencién del material biolégico se realizaron colectas de frutos infestados
de naranja agria (Citrus x aurantium L.) en la region de Xalapa, Veracruz, y se
llevaron al “Laboratorio de Recepcion y Procesamiento de Frutas” del Instituto de
Ecologia, A. C. para su procesamiento. Los frutos infestados se colocaron en cestas
de plastico sobre rejas con vermiculita como sustrato para simular el medio de
pupacion. Las pupas fueron extraidas y posteriormente colocadas en recipientes
de plastico de 250 mL con vermiculita en el fondo. Se humidificaron cada tercer dia
con un atomizador con agua esterilizada hasta su emergencia. Una vez alcanzada
su madurez sexual, las moscas adultas fueron expuestas a frutos de Toronja 'Marsh'
(Citrus x paradisi Macfad) para continuar/multiplicar la colonia de A. ludens de la
cual provinieron todas las hembras utilizadas en los bioensayos en tunel de viento.
Las moscas recién emergidas se colocaron en jaulas de plexiglas (30 x 30 x 30 cm)
y se alimentaron ad libitum con una dieta artificial constituida por una mezcla de
proteina hidrolizada y sacarosa (1:3), suministrandose ademas agua purificada en
un recipiente de plastico de 150 mL a través de algodon o fieltro empapado. Los
adultos se mantuvieron en condiciones controladas de laboratorio con un
fotoperiodo de 12:12 h L:O hasta su utilizacion. Se utilizaron grupos de 25 hembras
sexualmente maduras apareadas (de entre 12 y 20 dias de edad) para los

bioensayos de comportamiento en tuneles de viento.
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6.2 Diseno experimental

Se disefid un experimento aleatorizado usando el software Design-Expert® 10
(StatEase Inc., Minneapolis, MN). El experimento consistié en cinco combinaciones
de los compuestos butil butirato y (Z)-3-hexenil acetato en proporciones: 0%-100%;
25%-75%, 50%-50%, 75%-25%, y 100%-0% expuestas a concentraciones de 100
Mg (baja), 800 ug (media), y 1500 ug (alta), con cinco repeticiones, para un total de
75 ejecuciones experimentales (Diagrama 1). Las variables explicativas fueron: un
experimento de mezcla-cantidad que incluyé dos componentes en la mezcla: butil
butirato y (Z)-3-hexenil acetato, y un factor numérico: la concentracién de las
mezclas, evaluada en tres niveles: alta, media, y baja. La variable de respuesta fue
la cantidad de moscas capturadas, medida como la proporcion de moscas adheridas
a las esferas pegajosas que contenian las mezclas de los ésteres, en relacion con
la proporcién de moscas capturadas en las esferas control. Se ajusté un modelo de
superficie de respuesta para evaluar el efecto de las diferentes mezclas en la
captura de hembras sexualmente maduras de A. ludens. La seleccion del modelo
se baso en: (i) un modelo secuencial de suma de cuadrados para evaluar si la
adicién de nuevos términos mejoraba el poder explicativo del modelo, (ii) una prueba
de falta de ajuste, y (iii) valores R? ajustados y predichos para evaluar la calidad del

ajuste del modelo a los datos experimentales (Anderson & Whitcomb, 2005).

Diagrama 1. Disefio experimental aleatorizado de bioensayos en tunel de viento

— —
Proporciones Concentraciones (ug)
" Butil butirato | 0%-100% Baja (100) Repsticicnes
! i c a : totales
| y o — 25%-75% =) Media (800) —
i (2)-3-hexenil ! 50%-50% Alta (1500) . )
} acetato | 75%-25% 75 ejecuciones
el 100%-0% ‘ experimentales
5 repeticiones por
concentracion
~—— A
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6.3 Bioensayos en tuneles de viento

Se analiz6 la respuesta conductual de hembras adultas de A. ludens a mezclas
sintéticas que contenian diferentes proporciones y concentraciones de los ésteres
sintéticos: butil butirato y (Z)-3-hexenil acetato. Para ello, se utilizaron tuneles de
viento de plexiglas (1.29 x 0.41 x 0.40 m) en forma rectangular (Figura 4). El aire,
aspirado por una bomba de extraccion, entré por un extremo del tunel y pasé a
través de un filtro con carbon activado que permitidé la eliminacién de olores.
Enseguida, el aire limpio arrastro los tratamientos odorificos desde la fuente de olor
hacia el extremo opuesto del tunel, donde se liberdé un grupo de 25 hembras por
tratamiento. Cada grupo fue considerado como una repeticion y se realizaron cinco
repeticiones por tratamiento. Previo a los bioensayos, las hembras adultas se
colocaron en jaulas de plexiglas (30 x 30 x 30 cm) 18 h antes de la prueba. A las
jaulas se les suministré agua, pero no comida. En los dias de prueba, las moscas
fueron transferidas a un recipiente de plastico (6 x 8 cm, cilindro de liberacion) con
una tapa de malla. Se les permitié aclimatarse a las condiciones ambientales del
tunel de viento durante al menos una hora antes de someterlas al ensayo (27 + 2
°C, 69 £ 4 % HR, intensidad de luz en el tunel derecho: 424 + 37.23 (2000) lux,
intensidad de luz en el tunel izquierdo: 424 + 47.47 (2000) lux). Posteriormente, las
moscas fueron expuestas a pruebas de dos opciones utilizando esferas de
poliestireno (5 cm de diametro) pintadas con pintura acrilica vinilica a base de agua
(Malo et al., 2005) (de acuerdo con los valores colorimétricos obtenidos a partir del
muestreo del cultivar 'Golden Delicious': L*=65.79 £ 0.98, a*=-4.59 + 1.27, b*=43.14
1 2.03) para simular el color, la forma, y el tamafio de la manzana 'Golden Delicious',
el cultivar que mas se infesta en campo (M. Aluja, datos no publicados). Ademas,
cada esfera fue cubierta con pegamento sin olor (Stickem®) para analizar el nimero
de hembras capturadas (adheridas) tras 24 h de exposicién al olor (Robacker &
Rodriguez, 2004). Una de las esferas fue cebada con la mezcla de los ésteres
sintéticos, y la otra con diclorometano, el compuesto control. Se pipetearon
alicuotas de 100 yL de las concentraciones (100, 800 y 1500 ug) de las mezclas
sintéticas de los ésteres (en proporciones de 0%-100%; 25%-75%, 50%-50%, 75%-
25%, y 100%-0%) y del tratamiento control en un trozo de papel filtro. A
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continuacion, el papel filtro fue introducido en una septa de plastico (1.5 cm de
didmetro) ubicada en la zona centro de la esfera. Las esferas fueron colocadas a
12 cm de distancia en la seccion de entrada del viento en el tunel. Las moscas

fueron utilizadas una sola vez.

Figura 4. Tuneles de viento mostrando el montaje de esferas de
poliestireno cubiertas con pegamento sin olor (Stickem®) para capturar
a las moscas. En cada tunel se colocaron dos esferas, una contenia la
mezcla de los ésteres sintéticos, y la otra el tratamiento control
(diclorometano). Las esferas fueron rotadas de manera aleatoria en
cada replica.

6.4 Analisis estadisticos

Para evaluar el efecto de las mezclas sintéticas sobre la captura de moscas de A.
ludens en los bioensayos en tuneles de viento, se realizé un modelo lineal
generalizado (GLM) con distribucion de error binomial. La variable de respuesta fue

la proporcion de moscas capturadas en las esferas que contenian las mezclas, en
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relacion con las esferas control. Las variables explicativas fueron: i) las
combinaciones definidas por las proporciones de butil butirato y (Z)-3-hexenil
acetato y ii) las concentraciones evaluadas en tres niveles (baja, media y alta). El
modelo GLM binomial fue ajustado utilizando la funcién ‘glm’ del software RStudio
(R Core Team, 2023) especificando la familia binomial y la funcién de enlace ‘logit’.
Para evaluar la significancia global del modelo, se utilizé un analisis de devianza
(ANOVA) con prueba de x2. La adecuacion del modelo fue evaluada mediante la

inspeccion visual de los residuales.

7. RESULTADOS

7.1 Evaluacion del efecto de las mezclas sintéticas sobre la captura de

hembras de A. ludens en bioensayos en tuneles de viento

El analisis de devianza realizado para evaluar el efecto de las mezclas sintéticas
sobre la captura de hembras de A. ludens en bioensayos en tuneles de viento
mostré que la inclusion de los tratamientos no mejoré significativamente el ajuste
del modelo (x?= 14.358, gl = 14, P = 0.4234). Estos resultados indican que las
combinaciones y concentraciones de butil butirato y (Z)-3-hexenil acetato probadas
no tuvieron un efecto estadisticamente significativo en la captura de moscas de A.

ludens. En el Cuadro 1 se presentan los resultados del GLM.

Aunque no se encontré6 un efecto estadisticamente significativo de las
mezclas sintéticas sobre la captura de hembras de A. ludens, la mayor proporcidon
de moscas capturadas en comparacion con el control se observé con la
combinacion de butil butirato al 75% y (Z)-3-hexenil acetato al 25% a concentracién
media (i.e., 800 ug), seguida de la combinacién de butil butirato y (Z)-3-hexenil

acetato ambos al 50% en concentracion media (también a 800 ug) (Figura 5).
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Cuadro 1. Coeficientes estimados del modelo lineal generalizado (GLM) para la
captura de hembras de Anastrepha ludens en funcion de los tratamientos con

mezclas sintéticas.

Predictor Coeficiente Er’ror Valor z Valor P
Estandar

Intercepto 0.1823 0.4282 0.426 0.67
Tratamientobutyl0_hexenyl100_baja -0.3646 0.5528 -0.66 0.509
Tratamientobutyl0_hexenyl100_media -0.4336 0.5571 -0.778 0.436
Tratamientobutyl100_hexenylO_alta -0.1823 0.5426 -0.336 0.737
Tratamientobutyl100_hexenylO_baja -0.1823 0.5916 -0.308 0.758
Tratamientobutyl100_hexenylO_media -0.1823 0.5916 -0.308 0.758
Tratamientobutyl25_hexenyl75_alta -0.2429 0.552 -0.44 0.66
Tratamientobutyl25_hexenyl75_baja 0.3285 0.5627 0.584 0.559
Tratamientobutyl25_hexenyl75_media -0.47 0.6146 -0.765 0.444
Tratamientobutyl50_hexenyl50_alta -0.1823 0.6191 -0.294 0.768
Tratamientobutyl50_hexenyl50_baja 0.3613 0.5207 0.694 0.488
Tratamientobutyl50_hexenyl50_media 0.3882 0.5511 0.704 0.481
Tratamientobutyl75_hexenyl25_alta -0.6449 0.5284 -1.221 0.222
Tratamientobutyl75_hexenyl25_baja 1.15E-16 0.6055 0 1
Tratamientobutyl75_hexenyl25_media 0.5108 0.5774 0.885 0.376
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Figura 5. Medias estimadas de capturas de hembras de A. ludens en bioensayos en tuneles de
viento, basadas en GLM con distribucion de error binomial, en funciéon de las combinaciones de los
compuestos y las concentraciones de las mezclas. Donde B= butil butirato y H= (Z)-3-hexenil
acetato. Los numeros en las etiquetas del tratamiento representan las proporciones de los
compuestos en la mezcla, y las letras finales indican la concentracion de la mezcla: Baja (B), Media
(M), Alta (A). Las barras de error indican intervalos de confianza del 95%.
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8. DISCUSION

Los resultados de este trabajo no mostraron un efecto estadisticamente significativo
de las combinaciones de los compuestos butil butirato y (Z)-3-hexenil acetato ni de
las concentraciones de las mezclas probadas en la captura de moscas de A. ludens
en los bioensayos en tuneles de viento. Aunque estos resultados no fueron los
esperados, ofrecen varias perspectivas importantes a considerar. Por ejemplo, con
base en los hallazgos obtenidos por Barran-Prior (2023), sera necesario reevaluar
la seleccién de compuestos volatiles para futuras pruebas olfatométricas. Esta
reevaluacion podria incluir estudios mas avanzados en donde se involucre la
ecologia quimica reversa mediante un enfoque proteémico. Esto implicaria la
identificacién de proteinas especificas que estén involucradas en la percepciéon de
los olores de la manzana por parte de A. ludens, lo que facilitaria la seleccion de
ligandos (compuestos) que sean reconocidos por estas proteinas (Ruiz-May et al.,
2020; Aluja et al., 2024).

Las respuestas de EAG reportadas por Barran-Prior (2023) demostraron
claramente que las antenas de A. ludens detectaron consistentemente a los
compuestos butil butirato y (Z)-3-hexenil acetato, lo que sugiere la presencia de
receptores olfativos para estos compuestos. Sin embargo, la falta de respuesta
conductual (en condiciones de tunel de viento) significativa cuando estos volatiles
se presentaron de manera individual (a diferentes concentraciones) o en
combinacion, en las concentraciones probadas, podria indicar que la sensibilidad
de los receptores no es suficiente para desencadenar una respuesta de
comportamiento significativa. En este punto es importante mencionar que, el hecho
de que un compuesto genere respuestas antenales en un insecto no
necesariamente implica que dicho compuesto también provoque respuestas
conductuales (Malo et al., 2005; Parra-Bardehle, 2009; Bruce & Pickett, 2011).

La electroantenografia proporciona informacion sobre la deteccion de
compuestos a nivel fisiologico (Guidobaldi & Guerenstein, 2012), pero la respuesta
de comportamiento involucra procesos cognitivos (Vosshall & Stocker, 2007) como

la evaluacién de la calidad del estimulo, por ejemplo, que pueden no haber sido
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activados por los tratamientos aqui probados. En ese sentido, es posible que no se
hayan utilizado las proporciones y concentraciones adecuadas de los dos ésteres
para alcanzar el umbral de respuesta conductual de A. ludens, o que sea necesario
incorporar otros compuestos volatiles en la mezcla. No obstante, también se
considera que A. ludens podria estar percibiendo el aroma de las manzanas como
un “todo”, en lugar de una mezcla de compuestos individuales. Esto implica que la
atraccion de esta especie podria depender de la sinergia entre multiples
compuestos volatiles especificos presentes en el aroma natural de la manzana. Si
algunos de estos compuestos estan ausentes o en proporciones incorrectas en las
mezclas sintéticas, muy probablemente el olor resultante no sea percibido como
"ideal" por A. ludens, lo que disminuiria su efectividad en la atraccién. Algo similar
fue reportado por Webster et al. (2010), quienes encontraron que el pulgén del frijol
negro, Aphis fabae (Scopoli), mostré una fuerte atraccion hacia una mezcla de
quince volatiles que constituyen el aroma de su planta hospedera. Sin embargo,
cuando estos volatiles se presentaron de manera individual, no hubo un compuesto
unico que explicara la atraccion de los pulgones, solo la mezcla completa de olores

provoco una respuesta positiva.

Por el contrario, en el caso de la “mosca de las manzanas”, R. pomonella, se
logré identificar un compuesto, el butil hexanoato, que demostré ser tan atractivo
como la mezcla completa del aroma de manzana (Averill et al., 1988). Afos mas
tarde, se identifico una mezcla constituida por cinco ésteres que resulté ser mas
atractiva que el butil hexanoato (Zhang et al., 1999) y que hasta la fecha se utiliza
para el monitoreo de R. pomonella en huertos comerciales de manzana en los EUA
(Cha et al., 2012). Este éxito pudo deberse a varias razones. Primero, es posible
que R. pomonella tenga una sensibilidad olfativa diferente y que estos cinco
compuestos sean suficientes para activar una respuesta de atraccion robusta en
esta especie. En cambio, A. ludens podria necesitar una mezcla mas compleja de
compuestos volatiles para generar una respuesta de atraccion comparable. Esta
complejidad puede ser la razén por la cual, hasta la fecha, no se han identificado
componentes volatiles especificos de sus frutos hospederos que puedan ser

efectivos como atrayentes en el campo para su monitoreo y control. Segundo, R.
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pomonella podria estar adaptada a responder a un perfil mas simplificado de
volatiles debido a la especificidad de su relacién con hospederos principalmente
dentro de la familia de las Rosaceas (e.g., M. domestica; Crateagus mexicana,
Crateagus greggiana, P. persica, Prunus domestica, entre otros) mientras que A.
ludens, al tener una gama mas amplia de hospederos dentro de diferentes familias
de plantas, podria requerir de un perfil de olores mas complejo para que el estimulo
de olor se traduzca en un comportamiento especifico como la busqueda de recursos

de oviposicion.

Finalmente, no hay que olvidar que la manzana es un fruto que A. ludens
apenas comienza a atacar (i.e., se trata de un hospedero muy reciente) y que, en
consecuencia, es muy posible que aun no esté adaptada a responder al volatiloma
completo de este fruto 0 a compuestos individuales del mismo. Ademas, las moscas
utilizadas en este estudio provienen de infestaciones en citricos, no en manzanas.
Dado que estas moscas no han estado expuestas previamente a los volatiles de las
manzanas, es probable que no hayan desarrollado los mecanismos necesarios para
reconocer estos compuestos. Para futuras investigaciones, se sugiere colectar y
utilizar moscas de A. ludens que se encuentren en las areas circundantes en donde
se cultivan manzanas y que ya se encuentran interactuando con el volatiioma de
esta Rosacea. Esto permitiria una evaluacion mas precisa de la capacidad de

respuesta a los volatiles de este frutal.

Ademas de la calidad de los estimulos de olor, otros factores como las
condiciones experimentales dentro del tunel, pudieron haber influido en la falta de
respuestas de atraccion significativas. Aqui descarto los factores ambientales como
la temperatura y la humedad del ambiente debido a que estas variables fueron
controladas dentro del laboratorio para simular las condiciones de campo en las que
A. ludens opera. Mas bien se podria atribuir a las caracteristicas del tunel como la
distribucion y flujo del aire, asi como la intensidad de la luz (Cruz-Lépez et al., 2006;
Mesquita et al., 2018). Aunque el flujo de aire laminar dentro de los tuneles también
se controlo, probablemente la velocidad del aire no fue lo suficientemente elevada

para transportar las mezclas sintéticas desde la fuente de olor hacia el sitio de
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liberacion de los insectos, y para cuando estas llegaron a las antenas de las moscas,
la concentracion y la eficacia de la senal se pudieron haber reducido. Sin embargo,
para confirmar esto seran necesarias pruebas adicionales en donde se manipule el
flujo de aire y se utilicen controles positivos, es decir, estimulos de olor conocidos a
los que se sabe que A. ludens responde, como el atrayente proteico Ceratrap®, por

ejemplo.

Aunque los resultados aqui reportados no arrojen un efecto estadisticamente
significativo de los dos ésteres que forman parte del aroma de la manzana en la
captura de moscas A. ludens, no descarto la posibilidad de que la mosca mexicana
de la fruta esté realmente reconociendo y respondiendo al perfil volatil de este frutal,
pero muy probablemente lo que esté ocurriendo en la naturaleza es que esta
respondiendo a sefales quimicas mas complejas en su entorno. Como ya se
menciond anteriormente, factores como la complejidad del volatiioma, las
interacciones quimicas entre los compuestos aun no entendidas, la variabilidad en
la sensibilidad y especificidad de los receptores olfativos, las posibles limitaciones
del disefio experimental o inclusive la diversidad genética dentro de las poblaciones
de esta mosca pudieron haber influido en la atracciéon de A. ludens hacia las esferas
cebadas con los tratamientos. Todo esto sefala la necesidad de investigaciones
adicionales que consideren mas a fondo la complejidad de los volatilomas naturales
y los mecanismos biolégicos subyacentes en la percepcion y respuesta de las

moscas a estos estimulos.

9. CONCLUSION

Aunque los resultados de este estudio no mostraron un efecto estadisticamente
significativo de las mezclas de butil butirato y (Z)-3-hexenil acetato en la captura de
moscas de A. ludens, esto no descarta la posibilidad de que esta especie realmente

perciba y responda al volatiloma de la manzana.

La falta de respuesta conductual significativa observada podria deberse a la

necesidad de reevaluar la seleccion de compuestos volatiles y sus concentraciones,
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considerar la sinergia entre multiples volatiles especificos, y ajustar las condiciones

experimentales del tunel de viento.

Este trabajo enriquecera el limitado conocimiento que se tiene sobre la ecologia
quimica de A. ludens y su interaccién con los volatiles de la manzana, y podria
proporcionar informacion que motive la realizacion de nuevos estudios enfocados
en la respuesta conductual de A. ludens a estos ésteres y otros compuestos volatiles

de la manzana.
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