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Resumen

El “frailecillo” Macrodactylus nigripes Bates es considerado una de las plagas que
afecta varios cultivos en diferentes estados de la Republica Mexicana. Uno de
estos cultivos es el durazno (Prunus persica (L.) Batsch). Debido a que el manejo
de M. nigripes se basa principalmente en el uso de plaguicidas, se propone como
alternativa el uso de infoquimicos. Se extrajeron los compuestos volatiles (CV) de
hojas y frutos de P. persica por los métodos de Headspace estatico-SPME
(microextraccion en fase sélida) y Headspace dinamico (HD). Se analiz6 e
identific6 por Cromatografia de gases/espectrometria de masas (CG-EM), 17
compuestos, en su mayoria terpenos y alcanos. De ellos, el R-(+)-limoneno y (2)-
3-hexenil acetato se han reportado que provocan actividad biolégica en
melolontidos. Estos compuestos fueron seleccionados para llevar a cabo pruebas

de atraccion en laboratorio y campo con hembras y machos de M. nigripes.

Las pruebas de evaluacidon de actividad biolégica de los compuestos
identificados en laboratorio consistieron en registros con electroantenografo (EAG)
y olfatbmetro. En las pruebas con EAG se obtuvieron respuestas antenales
estadisticamente significativas para ambos sexos de M. nigripes para R-(+)-
limoneno y (Z)-3-hexenil acetato en las diferentes concentraciones probadas (50,
100, 150, 200 y 250 pL). Asi mismo, en olfatbmetro se probaron las
concentraciones de 200, 250, 300, 350 y 400 uL, observandose que en el caso de
R-(+)-limoneno no hubo respuesta significativa. Para el compuesto (Z)-3-hexenil
acetato se observo una mayor respuesta a la concentracion 200 pL seguida de la
concentracion 250 L, sin diferencias significativas en la respuesta entre hembras

y machos de M. nigripes.

La evaluacion en campo se llevé a cabo con dispositivos pegajosos, donde
se valoré la concentracion con mayor respuesta en olfatbmetro (250 pL),
encontrandose una respuesta significativa al compuesto por parte de los adultos
de ambos sexos, con relacion al control. Basados en los anteriores resultados de
la investigacion, se considera al (Z)-3-hexenil acetato un compuesto con potencial

para el manejo agroecoldgico de M. nigripes.



I. Introduccién

Los miembros del género Macrodactylus se encuentran distribuidos en México con
27 especies, las cuales desde su fase larvaria se alimentan de la raiz de diferentes
cultivos que son de importancia agricola y como adultos provocan efectos nocivos
en las hojas, yemas, flores y frutos (Arce-Pérez y Moron, 2000; Caselin-Castro et
al., 2003). Uno de los principales problemas dentro de la agricultura es el abuso en
el empleo de insecticidas sintéticos para evitar el problema de plagas. Sin
embargo, se sabe que estos productos pueden bajar las poblaciones de insectos
plaga a corto plazo, pero debido a que también eliminan a sus enemigos
naturales, incrementan rapidamente sus poblaciones a niveles incluso mayores a
los que se tenia en principio (resistencia) (Sarandén y Flores, 2014). Ademas, al
aplicarse en los cultivos, los plaguicidas pueden ser lavados o lixiviados hacia
corrientes de agua superficiales o subterrdneos donde se incorporan a la cadena
alimenticia, generando repercusiones negativas para el ambiente y la salud
(Gliessman, 2002). Con el fin de reducir el uso de plaguicidas, se han
implementado estrategias, las cuales se fundamentan en los principios ecoldgicos
de las interacciones dentro del ecosistema y factores de regulacion de las
poblaciones (Nava et al., 2003), como el uso de modificadores del
comportamiento. Asi como, el uso de sustancias quimicas (infoquimicos) como
feromonas y volatiles de plantas hospederas que funcionan y sirven como

estrategia para el manejo de plagas (Contreras, 2011).

En este trabajo se identificaron los compuestos volatiles emitidos por el
fruto y hojas de Prunus persica (Rosaceae), planta hospedera de los adultos de
Macrodactylus nigripes Bates y evalud la respuesta de hembras y machos hacia
tales compuestos a través de tres técnicas: bioensayos de atraccion en
laboratorio. Evaluacién de la respuesta antenal con EAG y olfatdbmetro; asi como

pruebas en campo con dispositivos de atraccion.



Il. Antecedentes
2.1. Importancia econdémica de Prunus persica

El durazno, Prunus persica (L.), pertenece a la familia de las Rosaceas. Es una
especie arbdérea de hoja caduca, alterna, simple lanceolada y largamente
acuminada; sus flores son blancas rosadas; el arbol puede llegar a medir 6 m de
altura y de 3 a 4 m de ancho (Mondragon et al., 2007). El durazno es originario de
China, siendo introducido por los espafioles a México poco tiempo despues de la
conquista y desde entonces se cultiva en huertos familiares o de traspatio, en
regiones de clima templado y subtropical (Espindola et al., 2009).

El durazno es un fruto estacional con alto precio en el mercado mexicano
que varia entre $40,00 a $60,00/Kg o mas dependiendo de la entidad (SAGARPA,
2015). En México se cultivan 28,842 ha de durazno con una produccion anual de
160,663.01 ton, obteniéndose una ganancia de $1,402,810.27 (SIAP, 2018). Entre
los estados con mayor produccion se encuentran Chihuahua, Estado de México,
Michoacan, Zacatecas, Puebla, Morelos, Tlaxcala, Jalisco y Aguascalientes. Sin
embargo, la produccién de este fruto se lleva a cabo en la mayoria de los estados

de la Republica Mexicana (Loera-Muro et al., 2017).

2.2. Compuestos volatiles de plantas

Las plantas al ser organismos sésiles, no tienen la capacidad de moverse para
escapar de los organismos y condiciones perjudiciales a los que estan expuestos,
por lo cual han desarrollado diversas estrategias como la produccion de
sustancias quimicas para hacer frente a estos problemas; esto como parte de las
interacciones con su entorno (Van Donk et al., 2011; Farré-Armengol et al., 2013).
Dichas sustancias también son llamados metabolitos secundarios y entre ellos los
compuestos volatiles (CV), que son una mezcla compleja de varios compuestos
con presiones de vapor suficientemente altas que al ser expuestos al aire, estos
se evaporan y entran en la atmdésfera (Dudareva et al., 2004; Marin-Loaiza y

Céspedes, 2007). Dichos compuestos son emitidos en pequefias cantidades a



través de las hojas, frutos, flores e incluso las raices, pero principalmente por la

superficie y sitios de almacenamiento en las hojas (Bautista-Lozada et al., 2012).

La emisién de CV por parte de una planta sana se denomina constitutiva, lo
cual sirve como una valvula de escape metabdlica, donde se remueve el exceso
de energia y carbono que no puede ser asimilado por la planta, siendo asi una
actividad ventajosa para las plantas. También, existe la emisién de CV inducida,
que se da después de que la planta sufre un estrés bibtico o abidtico, lo cual
representa un gasto energético. Uno de los factores mas estudiados en este caso
es la fitofagia, donde el volumen de emision depende del tipo de alimentacion del
fitéfago e incluso de la etapa de desarrollo en que se encuentra el insecto
(Bautista-Lozada et al., 2012).

Dentro de las funciones de los CV en la vida de las plantas destaca el de
atraer polinizadores, regular los mecanismos involucrados en su propia defensa,
mediar la comunicacién con otras plantas, influir en la liberacién y produccién de
feromonas en algunos insectos y a menudo aumentar sus respuestas sexuales,

asi como fungir como termorregulador (Marin-Loaiza y Céspedes, 2007).

2.3. Seleccion de planta hospedera por parte de los insectos

La busqueda de la planta hospedera es un proceso activo por el cual los insectos
detectan un recurso como es el sitio de oviposicion, o0 recurso para encontrar
pareja para el apareamiento o como fuente de alimento, es decir, es una
secuencia comportamental mediante la cual el insecto distingue entre una planta
hospedera y una no hospedera; los pasos durante este proceso incluyen la
basqueda, localizacion y aceptacion del sitio, basado en la calidad de la planta
(Rojas, 2012; Knolhoff y Heckel, 2014). Para este proceso, los insectos utilizan
estimulos acusticos, térmicos, visuales, mecanicos y olfativos, siendo estos
ultimos de los mas importantes. La deteccién de estimulos olfativos puede darse a
partir de las estructuras antenales que se encuentran en muchos insectos o
gustacion a partir de los palpos bucales y maxilares, dependiendo de si el estimulo
se percibe en el aire o a través del contacto fisico (Holopainen, 2004; Grajales-
Conesa et al., 2011; Guidobaldi y Guerenstein, 2012). Los insectos tienen la
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capacidad de detectar CV especificos en un ambiente quimico muy diverso, los
cuales son percibidos por los quimiorreceptores situados en las antenas de los
insectos; estos se encargan de crear una representacion interna de un mundo
externo construido por una variedad casi infinita de diferentes moléculas y que

finalmente produce una respuesta conductual y fisiolégica (Wicher, 2015).

Diferentes mecanismos de respuesta por parte del insecto ayudan a
localizar estimulos quimicos y la orientacion puede ser dirigida (taxis) y no dirigida
(cinecis). La quimiotaxis se presenta cuando el insecto alinea su cuerpo en
direccion a la fuente, como resultado de haber detectado moléculas del estimulo
quimico. En el caso de la cinecis, el insecto no detecta la direccion del estimulo,
sino que es estimulada para moverse a diferentes velocidades (ortocinecis) o para
girar a diferentes frecuencias (clinocinecis) por cambios en las concentraciones de
las sustancias quimicas. En la anemotaxis el desplazamiento se da en funcion del
viento y se considera que es uno de los principales medios por el cual los insectos
se dirigen hacia la fuente (Finch, 1986; Hiltpold et al., 2013).

2.4. Compuestos volatiles de Prunus persica asociados a la comunicacion
quimica de la familia Melolonthidae

En los CV, segun la clasificacion de infoquimicos de Dicke y Sabelis (1988), se
encuentran las feromonas (compuestos para la comunicacién entre mismas
especies) y los aleloquimicos (compuestos para la comunicacion entre diferentes
especies), los cuales a su vez se clasifican segun quien se vea beneficiado con el
compuesto emitido, siendo estos alomonas (emisor), kairomonas (receptor) y
sinomonas (ambos organismos). Funcionando estos compuestos como atrayentes
o repelentes en diferentes especies. Respecto a lo anterior, se tiene informacién
acerca de compuestos volatiles de P. persica que intervienen en la comunicacién

guimica de coledpteros Melolonthidae (Tabla 1).



Tabla 1. Compuestos volatiles de Prunus persica que intervienen en la comunicacion
quimica de especies de Melolonthidae.

Ccv Especie de Funcién Referencia
Melolonthidae
2-feniletanol Anomala exoleta Atrayente Li et al., 2013
Anomala octiescostata Kairomona | Leal et al., 1994
Cotinis nitida Atrayente Johnson et al., 2009
Holotrichia oblita Atrayente Li et al., 2013
Holotrichia parallela Atrayente
Hoplia communis Kairomona | Imai et al., 1998
Oxythyrea cinctella Atrayente Vuts et al., 2012
Popilia japonica Atrayente Theis, 2006
Protaetia brevitarsis Atrayente Chen & Li, 2011
a-pineno Parastasia bimaculata Atrayente Kumano & Yamaoka, 2009
Benzaldehido Anomala octiescostata Kairomona | Leal et al., 1994
Melolontha melolontha Kairomona | Imrei & Toht, 2002
Butan-2-ol Dasylepida ishigakiensis Feromona Yasui et al., 2010
Parastasia bimaculata Atrayente Kumano & Yamaoka, 2009
Scapanes australis Feromona Rochat et al., 2002
Butan-2-ona Strategus aloeus Feromona Rochat et al., 2000
Etil acetato Cotinis mutabilis Atrayente Camino-Lavin et al., 1996
Cyclocephala guttata Atrayente
Phyllophaga sp Atrayente
Hexan-1-ol Melolontha melolontha Kairomona | Imrei &Toht, 2002
Ac. hexanoico Clinteria ducalis Atrayente Pedersen et al., 2013
Macrodactylus murinus Atrayente Arredondo-Bernal et al.,
Macrodactylus nigripes Atrayente 1995
Macrodactylus Atrayente
subspinosus Atrayente Lingenfelter et al., 2003
Phyllophaga anxia Poprawski & Yule, 1992
Linalool Atrichelaphinis tigrina Atrayente Steenhuisen et al., 2013
Dyspilophora trivittata Atrayente Donaldson et al., 1990
Pachnoda marginata Atrayente Larsson et al., 2003
Popillia japonica kairomona | Loughrin et al., 1996
Metil salicilato Atrichelaphinis tigrina Atrayente Steenhuisen et al., 2013
Cotinis nitida Atrayente Johnson et al., 2009
Pachnoda interrupta Atrayente Bengtsson et al. 2010
Pachnoda marginata Atrayente Larsson et al., 2003
Nonanal Melolontha melolontha Feromona Reinecke et al., 2002
Pentan-3-ona Strategus aloeus Feromona Rochat et al., 2000
Fenilmetanol Anomala corpulenta Atrayente Li et al., 2013
Anomala exoleta Atrayente
Anomala octiescostata Kairomona | Leal et al., 1994
Holotrichia oblita Atrayente Lietal., 2013
Holotrichia paralela Atrayente
Maladera orientalis Atrayente
Popillia guadriguttata Atrayente
Propan-1-ol Protaetia brevitarsis Atrayente Chen & Li, 2011




2.5. Generalidades de Macrodactylus nigripes
2.5.1. Macrodactylus nigripes

Macrodactylus nigripes se encuentra en ambientes templados a frios, hiumedos
sub-humedos, situados entre los 1000 y 2500 m de altitud, distribuyéndose en los
estados de Chiapas, Coahuila, Ciudad de México, Hidalgo, Michoacan, Morelos,
Oaxaca, Puebla, Querétaro, Tlaxcala y Veracruz. Situandose en ambientes
templados a frios y humedos sub-himedos. Los integrantes de esta especie son
holomet&bolos con huevo, tres estadios larvales, pupa y adulto. El ciclo de vida es
usualmente anual y el periodo de actividad comienza cuando los adultos vuelan y
muestran comportamiento reproductivo durante la época de lluvias (junio-agosto)
(Arce-Pérez y Morén, 2000).

Serapio-Jerénimo et al. (2014), citan que las hembras ovipositan dando
inicio a la incubacién que dura entre 11 y 25 dias. De septiembre a octubre se
observan larvas de primer estadio que se desarrollan entre 25 y 49 dias. Se
caracterizan por ser de color blanco, dobladas a la mitad con la cabeza sobre el
altimo segmento; son delgadas con una longitud de 4 a 6 mm. De octubre a
diciembre, comienza el segundo estadio que dura entre 42 y 63 dias; las larvas de
este periodo tienen una longitud de 7 a 11 mm y se diferencian de las del primer
estadio por el aumento de tamafio reflejado en la cabeza y el torax. El tercer
estadio inicia en diciembre llegando a abril, con una duracion de 130 y 152 dias.
La larva mide de 17-23 mm al inicio es de color gris, por la materia organica
ingerida y antes de llegar a pupa cambian a un color blanquecino-amarillento. A
finales de abril inicia el periodo de pupa con una duracién de 28 6 36 dias. La
pupa es exarata de cuerpo alargado de 13 mm de longitud, con un color &mbar
amarillento. En los primeros dias mantiene la exuvia del tercer estadio, adherida a
los urogomphi. Durante la formacion del imago, es notorio el cambio de coloracion
en la pupa; las podotecas, los pterotecas, protorax y la cabeza son las primeras
partes que se pigmentan adquiriendo un color ocre que se acentla en todo el
cuerpo. Las partes que se forman primero son las patas, los élitros, la cabeza, el
térax y finalmente el abdomen. Al término del desarrollo se encuentran envueltas

por una muda delgada, que se desprenden antes de que emerjan del suelo. El
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imago permanecen bajo el suelo de 7 a 14 dias, dando lugar a el adulto que
emerge durante las primeras semanas de junio, durando asi el ciclo total de M.
nigripes aproximadamente 288.93 dias (Fig. 1).

Ciclo de vida

de M. nigripes

Figura 1. Ciclo de vida de Macrodactylus nigripes (tomado de Serapio-Jer6nimo et al.,
2014).

2.5.2. Importancia econémica de Macrodactylus nigripes

Existen 27 especies de Macrodactylus distribuidas en México, la mayoria de ellas
consideradas plagas agricolas, son comunmente llamados “frailecillos”. Dentro de
este género se encuentra M. nigripes, la cual es una especie generalista, que
desde su fase larvaria se alimenta de la raiz y como adulto provoca dafios en
hojas, yemas, flores y frutos de importancia econdmica, reportandose que puede
reducir el rendimiento de cultivos hasta un 77% de la produccion total (Arce-Pérez
y Morén 2000; Caselin-Castro et al., 2003). Las plantas hospederas registradas

para M. nigripes son: Baccharis conferta, Senecio salignus (Asteraceae), Brassica
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napus, Brassica oleraceae (Brassicaceae), Zea mays, Hordeum vulgare
(Poaceae), Phaseolus vulgaris, Phaseolus coccineus, Vicia fava, Medicago sativa,
Lupinus sp. (Fabaceae), Buddleis sp. (Scrophulariaceae), Fraxinus sp. (Oleaceae),
Malus pumila, Pyrus comunis, Prunus persica, Rubus ideanus y Rubus

adenotrichus (Rosaceae) (Arce-Pérez y Morén, 2000).

2.5.3. Quimiorreceptores asociados a la percepcién de compuestos volatiles
en M. nigripes

En los insectos, la deteccion de sustancias quimicas se lleva a cabo
principalmente por las antenas, una antena tipica consta de tres segmentos;
escapo, pedicelo y flagelo. Las neuronas receptoras olfativas responsables de la
detecciébn de estas sustancias estan situadas dentro de los “pelos olfativos”
inervados llamados sensilas olfativas, los cuales se distribuyen en las antenas
(Guidobaldi y Guerenstein, 2012).

Para M. nigripes se tienen reportados cuatro tipos de sensilas
quimiorreceptoras: auricilicas, basiconicas, celocénicas y placoideos. Las
auricilicas son estructuras en forma de “oreja de conejo” o “lengua” que se
presentan en ambas superficies de las lamelas (interna y externa). Los
basiconicas tienen forma de “baston” encontrandose en las regiones laterales y
centrales de ambas superficies de las lamelas. Las celocOnicas son un conjunto
de sensilas encavadas dentro de una misma cavidad y se ubican en la superficie
interna de la lamela distal, media y proximal y las placoideos presentan forma
ovalada y alargada y se ubican en todas las regiones y superficies de las tres

lamelas (Martinez-Bonilla et al., 2015).



[ll. Marco tedrico
3.1. Laimportancia de la agricultura sustentable dentro del manejo de plagas

La agricultura sustentable es el desarrollo y aplicacién de la teoria ecoldgica para
el manejo de los sistemas agricolas, de acuerdo a la disponibilidad de recursos, la
cual tiene un enfoque amplio que incorpora la relacion entre agricultura, el
ambiente y las dimensiones sociales (econémica, politica y ética), buscandose
siempre el punto de equilibrio entre estas dimensiones (Altieri, 1987; Sarandén,
2002).

Una de las principales razones de la incorporacién de la agricultura
sustentable fue el incremento en el uso de insumos quimicos para el manejo de
plagas, causando asi efectos negativos, entre los cuales esta el desarrollo de
resistencia por parte de las especies plagas, pérdida de capacidad productiva de
los suelos, contaminacion de cuerpos de aguas superficiales y subterraneas,
pérdida de diversidad y efectos negativos en la salud humana (agricultores y
consumidores del producto cosechado) (Gliessman, 2002; Saranddn y Flores,
2014). Lamentablemente, en diferentes regiones agricolas de México el manejo de
plagas se ha basado fundamentalmente en el uso de plaguicidas, consumiéndose
anualmente 35 mil toneladas de este producto (Ortiz et al.,, 2014). Una de las
alternativas basadas en principios ecoldgicos para el control de plagas es el
Manejo Integrado de Plagas (MIP), dentro del cual se puede implementar el uso
de compuestos atrayentes o repelentes (feromonas y aleloquimicos) (Nava et al.,
2003).

3.2. El uso de infoquimicos en programas de manejo

El MIP es un sistema de apoyo para toma de decisiones en la seleccion y
aplicacién de tacticas de control de plagas, ya sea de manera individual o

armoniosamente combinadas en una estrategia de manejo (Contreras, 2011).

Debido a que los infoquimicos desempefian una funcion importante como
elementos de comunicacion en diversas interacciones, actuando como

modificadores del comportamiento (Rodriguez-Saona, 2012), son considerados
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como una alternativa viable para el manejo de plagas de insectos en cultivos

agricolas.

Para poder incorporar a los CV en un programa de manejo es necesario
comprender todos los factores que afectan a la relacidén entre el insecto y la planta,
es decir, una deteccion y seguimiento de la poblacién objetivo. Dentro de las
estrategias de manejo que se fundamentan en la modificacion del comportamiento

del insecto, tenemos las siguientes:

e Atraer y matar: Consta de un atrayente quimico que actla a larga distancia
y un componente (insecticida, trampa, etc.) que mata a las plagas, por lo
cual el estimulo olfativo que se utilice debe ser tan especifico como sea
posible para evitar que otros insectos sean eliminados (Foster y Harris,
1997).

e Empujar y jalar: Utiliza atrayentes quimicos para dirigir insectos a la fuente
de atraccién, la cual puede ser un cultivo trampa en combinacion con
repelentes para evitar que los insectos dafien al cultivo principal (Cook et
al., 2007).

Dentro de las ventajas al llevar a cabo un control con CV de acuerdo con
Vacas (2011) se tienen las siguientes:

¢ Reduccion de poblaciones por debajo del limite de dafio comercial, evitando
los inconvenientes de los agroquimicos convencionales.

e Es un método respetuoso con el ambiente y no deja residuos.

e Tienen elevada especificidad, no siendo productos activos frente a otras
especies.

e Pueden usarse en conjunto con otros métodos como el control biologico
basado en enemigos naturales.

e Es poco probable la aparicion de resistencia.

Bajo este enfoque, la estrategia de uso de CV podria permitir el desarrollo de una

estrategia para el manejo de M. nigripes.
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3.3. Compuestos volatiles de plantas en la comunicacion quimica de la
familia Melolonthidae

El uso de CV permite el establecimiento de estrategias para el manejo de insectos
plaga. En el caso de los colebdpteros de la familia Melolonthidae (Cherman y
Moroén, 2014), existen estudios que avalan esta aseveracion. Se sabe que estos
insectos provocan pérdidas econdémicas al afectar cultivos agricolas de
importancia econdémica (Arce-Pérez y Morén, 2000; Guzman-Mendoza et al.,
2013) y para reducir estos efectos negativos se han buscado alternativas de
manejo basadas en CV de sus plantas hospederas. En este sentido, Ruther et al.
(2000), comprobaron la atraccion de Melolontha hipocastani F. hacia CV de sus
plantas hospederas con pruebas de EAG, donde se seleccionaron compuestos
para posteriormente llevarlos a probar con trampas en campo. lgualmente,
Subaharan et al. (2013), llevaron a cabo pruebas de EAG con CV para la atraccion
de Holotrichia serrata F., donde se vio una diferencia en la respuesta dependiendo
del sexo; en el caso de hembras se observo respuesta significativa al acetato de
propilo y en machos hacia el acetato de etilo. Asi mismo se han hecho diversas
pruebas de EAG con las especies Phyllopertha diversa (Waterhouse), Anomala
cuprea (Hope), Dasylepida ishigakiensis (Niijima et Kinoshita), Holotrichia parallela
(Motschulsky), Hylamorpha elegans (Burm) y Metabolus flavescens (Brenske)
(Hansson et al., 1999; Larsson et al., 2001; Wakamura et al., 2009; Ju et al., 2018;
Venthur et al., 2016; Chen et al., 2019). Las pruebas en olfatbmetro en

melolontidos se restringe a la especie H. parallela (Ju et al., 2018).

Para integrantes del género Macrodactylus, sélo se han registrado datos
acerca de CV que atraen a adultos de Macrodactylus subspinosus F.; siendo la
mezcla de ac. hexanoico, ac. valérico y octil-butirato (Williams et al., 1993, 2000;
Heath et al., 2001). Para especies distribuidas en Meéxico, los reportes se
restringen a Macrodactylus murinus Bates y M. nigripes (Arredondo-Bernal et al.,
1995) probandose los compuestos antes mencionados. Asi también se hicieron
pruebas de preferencia con el uso de plantas hospederas (Zea mays, Baccharis
salicifolia y Ananas comosus) en pruebas con olfatometro (Nieves-Silva y Romero-
Lépez, 2016).
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IV. Justificacion

El manejo de plagas en la agricultura convencional, se ha llevado a cabo a partir
del uso de productos quimicos sintéticos. Entre las consecuencias no deseadas
del control quimico, destacan la resistencia de plagas, el alza en el costo de
produccién agropecuaria, la bioacumulacion a través de las cadenas troficas, la
pérdida de biodiversidad, la contaminacion ambiental y los riesgos para la salud
humana, aunado a que muchas veces estos plaguicidas vienen dentro de los
alimentos que llegan a nuestra mesa. Por tanto, es necesario darle paso a otras
alternativas que son amigables con el ambiente y que ademas resultan eficaces
para disminuir los problemas de plagas como es el uso de infoquimicos y en
particular, de los CV. En este caso, se propone para el manejo de M. nigripes,
pues es una especie plaga de diversos cultivos y cuya actividad ha provocado la
disminucién del rendimiento de éstos en mas del 77% de la produccién total
(Caselin-Castro et al.,, 2003). Con base en el uso de CV en este trabajo se
procedié a la extraccion, identificacion de CV de frutos y hojas de durazno, asi

como la validacién de estos aleloguimicos en pruebas de laboratorio y campo.

V. Hipotesis

¢ Algunos de los compuestos identificados en Prunus persica y obtenidos de
forma sintética, tienen actividad bioldégica dentro de la comunicacion
guimica de M. nigripes. Por tanto, hembras y machos de esta especie
presentan respuestas positivas en electroantenégrafo, olfatbmetro, y

atraccion en dispositivos colocados en campo.
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VI. Objetivos
6.1. Objetivo general

Evaluar la respuesta de adultos de M. nigripes hacia compuestos sintéticos

identificados en frutos y hojas de P. persica en bioensayos de laboratorio y campo.

6.2. Objetivos particulares

e Extraer los compuestos volatiles de hojas y frutos de P. persica mediante
dos técnicas (Headspace estatico- microextraccion en fase solida y
Headspace dindmico) e identificarlos por cromatografia de gases y

espectrometria de masas.

e Establecer bioensayos de laboratorio por EAG y olfatbmetro que permitan
determinar el efecto de dos de los compuestos volatiles identificados en P.

persica en hembras y machos de M. nigripes.

e Establecer pruebas en campo con dispositivos de atraccidon para determinar
el efecto de los compuestos que resulten con alguna actividad sobre

adultos de M. nigripes en los bioensayos de laboratorio.
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VII. Material y métodos
7.1. Zona de estudio

La obtencion de frutos y hojas de P. persica, la captura de adultos de M. nigripes y
la ejecucion de las pruebas de campo se llevaron a cabo en una zona agricola en
el municipio de Huejotzingo (latitud 19°10'31.70"N, longitud 98°24'39.37"0) (Fig.
2), localizado en la parte del centro oeste del estado de Puebla. La temperatura
registrada en el trabajo de campo (durante las fechas del 11 al 24 de julio de 2019)
fue de 23 a 26.9°C con humedad de entre 40 y 60%.

Figura 2. Zona de estudio en donde se llevaron a cabo las recolectas de las muestras de
P. persica e insectos experimentales, asi como las pruebas de campo. Mapa
elaborado con base en imagenes satelitales disponibles en el programa Google
Earth con las coordenadas obtenidas con GPS.

7.2. Obtencién de insectos

Entre los meses de junio y julio de 2019 se colectaron manualmente hembras y
machos de M. nigripes en arbustos de P. persica, ubicada en Huejotzingo, Puebla.
Los adultos capturados fueron trasladados al Laboratorio de Manejo de Plagas
ubicado en el Centro de Agroecologia del Instituto de Ciencias de la Benemérita
Universidad Autonoma de Puebla (CENAGRO-ICUAP), donde los organismos
fueron sexados e identificados de acuerdo a las claves propuestas por Arce-Pérez

y Morén (2000). Posteriormente, fueron colocados en frascos de plastico de 1 L,
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para su traslado al Centro de Desarrollo de Productos Biéticos (CEPROBI),

Instituto Politécnico Nacional, en el estado de Morelos.

7.3. Obtencion de plantas

En los meses de mayo y junio de 2018 se colectaron hojas y frutos de P. persica
que tuvieran un diametro aproximado de 6 a 6.5 cm de diametro, esto en la misma
zona de estudio y se depositaron en bolsas ziploc con capacidad de 1 kg, para ser
trasladadas, para su andlisis al Laboratorio de Ecologia Quimica de Insectos del
CEPROBI-IPN, en Yautepec Morelos.

7.4. Extraccion e identificacion de compuestos volatiles

Se emplearon dos métodos para la extraccion e identificaciéon de CV, el método de
Headspace estatico- SPME y HD con SuperQ. El primero consiste de una camara
de vidrio de 1 L de capacidad y de un sujetador que contiene una fibra de
polidimetilsiloxano/divinilbenceno (PDMS/DVB, 65 pm). Dentro de la camara de
microextraccion se colocaron las hojas y frutos de P. persica (144 Q).
Posteriormente, se introdujo el sujetador dentro de la camara, exponiendo la fibra
PDMS/DVB durante 3 h (Fig. 3A). El otro método se compone de un cartucho de
SQ (Altech Associates, EUA), una camara de vidrio de 1.5 L de volumen y una
corriente de aire filtrado con carbén activado producido por una bomba de vacio
con un flujo de 1 L/min. Se emplearon 288 g de hojas y frutos de P. persica (Fig.
3B).

Posteriormente, los CV capturados por SPME fueron desorbidos
térmicamente exponiendo la fibra durante 30 min en un cromatégrafo de gases
acoplado a espectrometria de masas (CG-EM) (Agilent 7890A) (Fig. 4). Para el
caso de aireacion dinamica se inyecté 1 pL del extracto obtenido previamente
reconcentrado con hidrogeno hasta 200 pL. Para la separacion y andlisis de los
CV se utilizdé una columna DB5-MS (30 m, 0.25 mm de diametro interno, 0.25 ym
de espesor de la pelicula). Los parametros de temperatura del cromatografo
fueron: 250°C inyector, 60°C temperatura inicial del horno con un incremento de

3°C/min hasta llegar a 240°C, como gas acarreador hidrogeno (2 mL/min) y el
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inyector en modo splitless. El espectrofotdmetro de masas Agilent 5975C se
trabajo en El (70 EV) en modo SCAN (50 a 400 Da). La identificacion de los
compuestos se realiz6 mediante la biblioteca Wiley 275 y NIST 11 tomando en
cuenta los compuestos con una similitud de espectros mayor a 80% y se
calculardn los indices de retencion (IR), a partir de los tiempos de retencion (TR),

para lo cual se inyect6 una serie de alcanos lineales.

Figura 3. Métodos utilizados para la extraccion de compuestos volatiles de Prunus
persica. A. Headspace estatico- SPME. B. Headspace dinamico con SuperQ.

7.5. Bioensayos en laboratorio

Las pruebas en laboratorio se llevaron a cabo en el Laboratorio de Ecologia
Quimica de Insectos del CEPROBI-IPN bajo las mismas condiciones de

temperatura, humedad e iluminacion (24 +2°C, 60 5%, 60 W).

17



Figura 4. Cromatégrafo de gases acoplado a espectrometria de masas Agilent 7890A.

7.5.1. Pruebas de electroantenografia

Las pruebas con EAG se efectuaron en un equipo Syntech 420 (Alemania)
conformado por la seccion de electrodos en donde se colocan las antenas, el

preamplificador y el amplificador.

Con la ayuda de un microscopio estereoscépico, pinzas Yy tijeras
entomoldgicas se escindieron las antenas y con la ayuda de un gel conductor
(Syntech) se fijaron a los electrodos (Fig. 5A). Los CV puestos a prueba fueron
(2)-3-hexenil acetato (=298% de pureza-Sigma Aldrich) y (R)-(+)-limoneno con
(299% de pureza-Sigma Aldrich) a las concentraciones 50, 100, 150, 200 y 250
uL; para dichas concentraciones se utilizé como disolvente hexano, el cual se
empled como control. Se afadieron 5 YL de cada estimulo a probar por medio de
una micropipeta (Drummond) en un papel filtro (Whatman No. 2) de 10 x 5 mm.

Cada estimulo se dejé volatilizar durante 20 s y el tiempo transcurrido entre cada
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estimulo fue de 2 min. La estimulacion de la antena se efectud a partir de una
corriente de aire puro humidificado (0.7 mL/min), con una bomba de aire Syntech
(Stimulo controler CS-5S), el cual fue dirigido hacia ésta a través de un tubo de
vidrio en forma de “L” (Fig. 5B). El papel filtro impregnado con el compuesto se
colocé dentro de una pipeta Pasteur, la cual se insertd en uno de los extremos del
tubo de vidrio en forma de “L”. Se aplicé un estimulo de 1 s con un flujo de aire de
0.5 L/min (soplo), con el cual se le hizo llegar el estimulo a la antena. Este
proceso se realiz6 en un tiempo maximo de 10 min, ya que pasado este tiempo
se notaba la pérdida de sefal. Finalmente las respuestas mostradas por las
antenas (n=15) se registraron en el software EAGPro, en el que se registraron los

valores de despolarizacion (mV) para el andlisis estadistico.

Figura 5. A. Antena de adultos de Macrodactylus nigripes montada en los electrodos. B.
Tubo en forma de “L” para hacer llegar el estimulo a la antena.

7.5.2. Bioensayos con olfatobmetro

Estas pruebas se llevaron a cabo entre las 10:00 y las 15:00 hrs, considerando el
momento en que los adultos de M. nigripes tienen mayor actividad segun
observaciones de campo. Se empled un olfatbmetro de dos vias en “Y” de vidrio
para bioensayos activos, el cual se compone por un tubo central de 14 cm y dos
brazos de 13 cm de longitud, con un diametro de 2.5 cm (Fig. 6). Los brazos se

conectan a una camara de vidrio de 6.5 cm de longitud y 2.5 cm de diametro
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interior, en la cual se coloca el papel filtro con el estimulo correspondiente. A su
vez estas camaras estan conectadas a un flujmetro (Cole Parmer, PMR-010295,
USA) que controla la entrada de 500 mL/min de aire filtrado con carbon activado,
el flujo de aire se gener6 con una bomba (Welch Rietsche Thomas, Modelo
2522B-01, EUA). En cada brazo del olfatbmetro se coloc6 cada uno de los
estimulos quimicos en un papel filtro de 1 x 1 cm y en la parte inferior se coloco
un adulto (hembra o macho) de M. nigripes para cada bioensayo, segun sea el
caso. Cada experimento se realiz6 con una duracion maxima de 5 min o hasta
gue se observo una respuesta por parte de los adultos, para cada tratamiento se
realizaron 40 repeticiones por sexo. Las combinaciones que se probaron se

encuentran en la tabla 2.

Tabla 2. Combinaciones realizadas en bioensayos con olfatémetro.

Bioensayo Combinaciones

1 Control vs. (R)-(+)-limoneno 200 pL

Control vs. (R)-(+)-limoneno 250 pL

Control vs. (R)-(+)-limoneno 300 uL

Control vs. (R)-(+)-limoneno 350 pL

Control vs. (R)-(+)-limoneno 400 pL

Control vs. (Z)-3-hexenil acetato 200 pL

Control vs. (Z)-3-hexenil acetato 250 pL

Control vs. (Z)-3-hexenil acetato 300 pL

O O N| O g | W N

Control vs. (Z)-3-hexenil acetato 350 pL

[
o

Control vs. (Z)-3-hexenil acetato 400 pL

Después de utilizar el olfatometro, este se lavo con detergente libre de
fosfatos (SolBright, México), se enjuagl con agua y hexano HPLC (Caledon,

Céanada) y se puso en el horno a 200°C por 60 min.
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Figura 6. Olfatbmetro de dos vias para evaluar la respuesta de hembras y machos de
Macrodactylus nigripes hacia compuestos volatiles considerados en el presente
estudio. Luxdémetro utilizado para medir la iluminacién en el laboratorio de
bioensayos.

7.6. Pruebas con dispositivos en campo

Ya definido el CV activo, (Z)-3-hexenil acetato en los bioensayos de laboratorio, se
procedio a las pruebas de atraccidbn en campo realizadas de 11:00 a 14:00 hrs,
periodo en que se observo la mayor actividad de M. nigripes. Esto se llevé a cabo
en el transcurso de 15 dias durante el mes de julio de 2019. El disefio
experimental que se utiliz6 fue de bloques al azar con tres tratamientos y 28
repeticiones, los tres tratamientos que se probaron fueron: a) el compuesto (Z)-3-
hexenil acetato a la concentracién de 200 pL (500 pL) depositado en algodén que
se coloco dentro de un tubo Eppendorf; b) un control donde se colocé dentro del
tubo Eppendorf un algodén con hexano (500 pL) y c) testigo (trampa vacia). La
unidad experimental consisti en una trampas pegajosas modificado de
Arredondo-Bernal et al. (1995) de 17 cm x 7 cm de superficie, colocadas en una
estaca de madera con una altura de 1.5 m (Fig. 7A) y una distancia entre cada
unidad experimental de 1.5 m y una separacién entre bloque y blogue de 5 m (Fig.
7B).
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Figura 7. A. Dispgitivo con el compuesto (Z)-3-hexenil acetato paremls pruebas de
atraccion de adultos de Macrodactylus nigripes. B. Esquema de la posicién de
dispositivos en campo.

7.7. Andlisis estadistico

Para los resultados obtenidos en las pruebas de EAG se aplicd un ANOVA para
medidas repetidas por rangos de Friedman y prueba de Tukey para establecer
diferencias entre tratamientos. Los datos obtenidos en bioensayos con olfatbmetro
se analizaron con una prueba binomial y para la captura con dispositivos en
campo se analizaran con la prueba de Kruskal-Wallis, seguido de la prueba de
Tukey para diferencia entre tratamientos; asi como la prueba de suma de rangos

Mann-Witney para determinar diferencias entre sexos.
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VIIl. Resultados
8.1. Extraccidn e identificacién de compuestos volatiles

Se identificaron un total de 17 compuestos utilizando dos métodos de extraccién
en P. persica (Tabla 3). De los cuales, con el método de Headspace estatico-
SPME, el compuesto mas abundante fue el [B-ocimeno, seguido de trans-a-
bergamoteno, pentadecano, cariofileno, heptadecano, dodecano, hexadecano y a-
E-E-farneseno. Asi mismo con Headspace dinamico, el compuesto mas
abundante fue B-ocimeno, seguido de a-E-E-farneseno, trans-a-bergamoteno,
cariofileno, pentadecano, benzaldehido, etenilbenceno, a-felandreno, (-)B-
bourboneno, o-cimeno, (R)-(+)-limoneno, (Z)-3-hexenil acetato, humeleno,
heptadecano, canfeno y hexadecano.

Tabla 3. Compuestos identificados en Prunus persica con los métodos Headspace
estatico- SPME y Headspace dinamico.

Compuesto Férmula | No. CAS IR SPMETR | HDTR
etenilbenceno C8H8 100-42-5 896 - 3.164
canfeno C10H16 79-92-5 948 - 4.155
benzaldehido C7H60 100-52-7 959 - 4.357
(2)-3-hexenil acetato | CBH1402 | 3681-71-8 | 1004 - 5.27
a-felandreno C10H16 99-83-2 1007 - 5.348
O-cimeno C10H14 527-84-4 1023 - 5.812
(R)-(+)-limoneno C10H16 | 5989-27-5 | 1027 - 5.936
B-ocimeno C10H16 | 13877-91-3 | 1043 6.343 6.401
dodecano C12H26 112-40-3 | 1200 11.701 -
(-)B-bourboneno C1lH24 5208-59-3 | 1350 - 18.866

trans-a-bergamoteno | C15H24 | 17699-05-7 | 1410 20.125 20.136

B-cariofileno C15H24 87-44-5 1412 20.249 20.26
humeleno 1448 - 22.659
pentadecano C15H32 629-62-9 | 1500 23.764 23.775
a-E-E-farneseno C15H24 502-61-4 1504 23.857 23.868
hexadecano Cl6H34 544-76-3 | 1600 27.589 27.604
heptadecano C17H36 629-78-7 | 1700 31.259 31.254
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8.2. Pruebas de electroantenografia

Para el compuesto (R)-(+)-limoneno tanto en hembras como machos de M.
nigripes se notd una despolarizacion de acuerdo al aumento de la concentracion,
siendo muy similares las respuestas en ambos sexos (Fig. 8A). Por el contrario,
para el compuesto (Z)-3-hexenil acetato en ambos sexos se dio una respuesta
aproximada de 2.9 mV a la concentracion 50 uL, para después bajar la respuesta
a las concentraciones 100 y 150 pL y luego la respuesta fue en aumento en las
concentraciones de 200 y 250 pL (Fig. 8B).
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Figura 8. Respuesta de la antena de hembras y machos de Macrodactylus nigripes a los
compuestos en diferentes concentraciones A. (R)-(+)-limoneno. B. (Z)-3-hexenil
acetato.
Las hembras de M. nigripes respondieron significativamente (p>0.05) para (R)-(+)-
limoneno a las concentraciones de 100, 150, 200 y 250 pL con respecto al control.
Para el caso de (2)-3-hexenil acetato, se encontré respuesta significativa a las
concentraciones de 50, 100, 150, 200 y 250 pL con respecto al control (Fig. 9).
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Figura 9. Respuesta de antenas de hembras de Macrodactylus nigripes a (2)-3-hexenil
acetato y R-(+)-limoneno a diferentes concentraciones. Letras diferentes significan
diferencias significativas basadas en ANOVA para medidas repetidas por rangos
de Friedman y prueba de Tukey (p<0.05), (n=15).

Machos de M. nigripes respondieron significativamente (p<0.05) para el efecto de
(R)-(+)-limoneno a las concentraciones de 150, 200 y 250 pL con respecto al
control. Igualmente para el caso de (Z)-3-hexenil acetato, se encontré respuesta
significativa (p<0.05) a las concentraciones de 50, 100, 150, 200 y 250 uL con

respecto al control (Fig. 10).
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Figura 10. Respuesta de antenas de machos de Macrodactylus nigripes a (Z)-3-hexenil
acetato y R-(+)-limoneno a diferentes concentraciones. Letras diferentes significan
diferencias significativas basadas en ANOVA para medidas repetidas por rangos
de Friedman y prueba de Tukey (p<0.05), (n=15).

8.3. Bioensayos con olfatometro

En los bioensayos llevados a cabo con el compuesto R-(+)-limoneno, la tendencia
de respuesta fue similar en hembras (Fig. 11A) y machos (Fig. 11B) de M. nigripes
no presentandose diferencias significativas. Por otra lado, no se encontraron
diferencias significativas (p<0.05) entre el efecto de las concentraciones 200, 250
y 300 pL. Sin embargo, para las concentraciones de 350 y 400 pL hubo
diferencias significativas (p<0.05) a favor del control, es decir, a mayor

concentracion del compuesto se noté una menor respuesta hacia este.
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Figura 11. Respuesta de hembras (A) y machos (B) de Macrodactylus nigripes en
bioensayos con olfatobmetro con (R)-(+)-limoneno a diferentes concentraciones.
*Significa diferencia significativa con prueba binomial (p<0.05), (n=40).

De la misma manera para el compuesto (Z)-3-hexenil acetato, la respuesta de
hembras (Fig. 12A) y machos (Fig. 12B) present6 una tendencia de respuesta
similar, no obstante, para este compuesto se notd una respuesta significativa

(p<0.05) a la concentracion 200 y 250 uL con respecto al control. Sin embargo,
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también se observd una disminucion de la respuesta a mayor concentracion del

compuesto, tanto para hembras como para machos.
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Figura 12. Respuesta de hembras (A) y machos (B) de Macrodactylus nigripes en
bioensayos con olfatbmetro con (Z2)-3-hexenil acetato a diferentes
concentraciones. *Significa decir diferencia significativa con prueba binomial
(p<0.05), (n=40).
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8.4. Pruebas con dispositivos en campo

Con las pruebas llevadas en campo con el dispositivo de captura, se capturaron
un total de 83 organismos de M. nigripes de los cuales 33 fueron hembras y 50
machos, no presentandose diferencias significativas (p<0.05) entre sexos. Se
observaron diferencias estadisticas significativas (p<0.05) en la respuesta de M.
nigripes hacia el efecto de (Z)-3-hexenil acetato, con respecto al control (hexano) y

el testigo, no habiendo diferencia estadisticas entre testigo y control (Fig. 13).
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Figura 13. Captura promedio por dia/trampa de Macrodactylus nigripes a (Z)-3-hexenil
acetato (200 pL) en dispositivos puestos en campo. Testigo (trampa vacia) y
control (hexano). Letras diferentes significan diferencias significativas basadas en
la prueba de Kruskal-Wallis y prueba de Tukey (p<0.05), (n=28).
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IX. Discusién

9.1 Extraccién e identificacion de compuestos volatiles

En el perfil quimico del durazno destacan los terpenos (50%), alcanos (25%) y
cetonas (12.50%), siendo los terpenos el grupo mas importante y ampliamente
distribuido en la naturaleza, ya que ademas de formar parte del sistema de
comunicacion quimica de varios insectos, son comunmente encontrados en el
perfil guimico de muchas plantas, teniendo como principal funcion la de repeler a
insectos fitéfagos, hongos y patdgenos (Rivas et al., 2012; Sarwar, 2012).
Nuestros resultados difieren con Dabbou et al. (2016) en que extrajeron
compuestos de P. persica y el perfil quimico se compuso principalmente de
hidrocarburos seguido de terpenos, alcoholes, aldehidos, ésteres, cetonas y
lactonas, esto podria deberse a que la metodologia difiri6 en el tipo de fibra
utilizada, tiempo de exposicion de la misma, entre otros factores. Los resultados
encontrados en este trabajo coinciden con Montero-Prado et al. (2013); Li et al.
(2013), quienes reportaron a (Z)-3-hexenil acetato, B-cariofileno, dodecano,
heptadecano, hexadecano, pentadecano, p-ocimeno y o-cimeno en el durazno.
Los métodos utilizados en otros trabajos para la extraccion de compuestos de P.
persica han sido principalmente por Headspace estatico- SPME, obteniendo los
mejores resultados comparados con otros métodos (Sanchez et al., 2012; Dabbou
et al., 2016; Seker et al., 2016) y el método de HD sélo se ha reportado por Li et
al. (2013). Referente a lo anterior, se encontrd diferencia en la extraccion por
Headspace- SPME (7 compuestos) y HD (13 compuestos), esto debido a que
ambos métodos difieren en cuanto a sensibilidad y para el caso de Headspace
estatico- SPME, la extraccion va a depender significativamente del tipo de fibra
utilizada, por ello, es recomendable combinar diferentes métodos de extraccién
qgue permita un analisis completo y representativo de la muestra bioldgica
(Schmelz et al., 2004). De esta forma, en ambos métodos se identificaron el B-
cariofileno, heptadecano, hexadecano, pentadecano, trans-a-bergamoteno, a-E-E-
farneseno y B-ocimeno. Tomando en cuenta que M. nigripes se alimenta de las
hojas y frutos de la planta hospedera, se considerd hacer la extraccion de CV de

ambas partes simultaneamente. Sin embargo, para futuros estudios y con el fin de
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saber cuales son los CV que emite cada parte de la planta, se sugiere extraerse

de manera individual.

9.2. Pruebas de electroantenografia

La amplitud de la respuesta antenal de hembras y machos de M. nigripes hacia los
compuestos fue muy parecida, lo cual difiere con trabajos anteriores como el de
Reinecke et al. (2005), en el que se obtuvo una mayor respuesta por machos que
por hembras de Melolontha melolontha a los diferentes compuestos probados.
Esta diferencia se puede deber a que se trata de especies con habitos muy
diferentes, ya que el macho de M. melolontha presenta antenas con lamelas
mucho mas grandes que la de las hembras. Asi también, Subaharan et al. (2013)
hicieron pruebas de EAG para la especie Holotrichia serrata mostrandose
diferencias en ambos sexos. Sin embargo, con relacién a los resultados obtenidos
en este trabajo, Martinez-Bonilla et al. (2015) citan que a pesar de que existe un
dimorfismo sexual en cuanto al area lamelar en M. nigripes, estos no difieren en
cuanto a los tipos de quimiorreceptores que presentan, por tanto, se puede
argumentar que hembras y machos de M. nigripes tienen la misma capacidad de
recepcion de estimulos quimicos, especificamente aquellos que tienen que ver
con la alimentacién. Por otra parte, para el compuesto (R)-(+)-limoneno, se
encontr6 una tendencia a subir la despolarizacion de la antena como
consecuencia de subir la concentracion, dato que coincide con trabajos anteriores
con las especies Phyllopertha diversa, Anomala cuprea y Dasylepida ishigakiensis,
(Hansson et al., 1999; Larsson et al., 2001; Wakamura et al., 2009). Contrario a lo
anterior, para el compuesto (Z)-3-hexenil acetato no se observé una respuesta
antenal ascendente de acuerdo a la concentracion, coincidiendo con Ruther et al.
(2002) quienes probaron el mismo compuesto y se observdO que entre la
concentracion de 10 a 100 pL hubo una disminucion de la despolarizacion de la
antena por Melolontha hippocastani. Asi también la misma tendencia en las
especies M. melolontha, Holotrichia parallela, Hylamorpha elegans y Metabolus
flavescens (Reinecke et al., 2005; Ju et al., 2018; Venthur et al., 2016; Chen et al.,
2019).
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La unica referencia que se tiene en meloldntidos sobre la respuesta hacia
(R)-(+)-limoneno en pruebas de EAG es el trabajo de Steenhuisen et al. (2013) en
donde se obtuvo una respuesta significativa de la especie Atrichelaphinis tigrina a
dicho compuesto con respecto al control, este resultado fue similar al presente
trabajo. Para el compuesto (Z)-3-hexenil acetato, se tiene el trabajo de Larsson et
al. (2001) en el que neuroreceptores olfativos de hembras y machos de A. cuprea
presentaron respuestas significativas a este compuesto. De manera similar sucede
en machos de P. diversa y finalmente también en hembras y machos de M.
melolontha (Hansson et al., 1999; Ruther et al., 2002; Reinecke et al., 2005).

9.3. Bioensayos con olfatobmetro

En bioensayos con olfatdbmetro para esta especie son nulas las referencias que se
tienen, en México y especificamente para el género Macrodactylus Burmeister, se
han llevado a cabo bioensayos con olfatbmetro con estructuras del aparato
reproductor femenino, asi también con hembras hechas artificialmente y hembras
vivas como estimulo para machos de Macrodactylus mexicanus observandose
respuestas positivas. Concluyéndose asi, que existen compuestos activos que
intervienen en la comunicacion quimica sexual de estos insectos (Garcia-Canales
y Romero-Lopez, 2017). Sin embargo, con respecto a la comunicacion quimica
alimentaria, se reportan respuestas positivas similares de hembras y machos de
M. nigripes hacia hojas de Baccharis salicifolia, Zea mays y frutos de Ananas
comosus. También empleando los extractos de las plantas antes mencionadas
(Nieves-Silva y Romero-Lépez, 2016), coincidiendo con este trabajo en que la
respuesta de hembras y machos no difirié. Sin embargo, se sabe que al probar
toda la planta implica que lleva una mezcla de varios compuestos y por tanto se
esperaria una respuesta positiva del organismo. Con respecto al punto anterior, en
este caso probando con compuestos individuales especificamente con (R)-(+)-
limoneno, se observé una disminucién de la respuesta en hembras y machos de
M. nigripes a las mas altas concentraciones. De acuerdo a nuestro unico
antecedente con este compuesto en Meloléntidos, se hicieron pruebas de EAG y

se observo una respuesta de Atrichelaphinis tigrina, sin embargo, no se realizaron
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posteriormente pruebas en olfatbmetro para confirmar una respuesta de atraccion
(Steenhuisen et al., 2013). Relacionado a esto, se sabe que (R)-(+)-limoneno es
uno de los compuestos que se emite por arboles como respuesta al ataque de
algunos escarabajos (Faccoli et al., 2011). Apoyando el punto anterior, se ha
reportado como repelente efectivo de otros coledpteros de la familia Bostrichidae,
Curculionidae y Tenebrionidae (Tripathi et al., 2003; Yoon et al., 2007; Guo et al.,
2016), pudiendo ser que se presente el mismo fenbmeno en M. nigripes de
acuerdo a lo observado en bioensayos con olfatbmetro. Por otra parte, con esto
podemos confirmar que aunque se observe una respuesta en EAG no

necesariamente quiere decir, que sea un compuesto atrayente en campo.

En el caso de bioensayos con (Z)-3-hexenil acetato, solo se han reportado
bioensayos en olfatbmetro con la especie H. parallela, en que al igual que este
trabajo, se observaron respuestas significativas en hembras y machos (Ju et al.
2018). Sin embargo, en el presente trabajo las proporciones de respuestas de
ambos sexos de M. nigripes fueron similares, contrastando con Ju et al. (2018) en
el hecho de que se encontré una mayor respuesta de machos que de hembras,
interpretando este resultado en que probablemente (Z)-3-hexenil acetato funcione

sinérgicamente con alguna feromona sexual.

9.4. Pruebas con dispositivos en campo

Con relacion a las pruebas en campo se observé el mismo patron que con las
pruebas de EAG y olfatobmetro debido a que fue similar la atracciébn de hembras y
machos de M. nigripes hacia (Z)-3-hexenil acetato. Coincidiendo con lo reportado
por Zhang et al. (2011), que empleé el mismo compuesto en trampas,
observandose respuesta significativa hacia el compuesto con respecto al control y
no presentando diferencia de respuesta de hembras y machos de Hoplia
spectabilis. De manera similar, Ju et al. (2018) capturaron en trampas con (Z)-3-
hexenil acetato mayor nimero de machos que de hembras de H. parallela, sin
embargo, no se observé una diferencia estadistica significativa. Asi mismo, una
mezcla sintética de compuestos de hojas verdes puestas a prueba en campo,

resultdé atrayente de machos de las especies M. hippocastani y M. melolontha,
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siendo (Z)-3-hexenil acetato uno de estos compuestos (Ruther et al., 2000; Imrei y
Toht, 2002). Contrastando con lo anterior, Reinecke et al. (2002) en pruebas con
trampas, encontraron que el control (solvente) y el (Z2)-3-hexenil acetato
capturaron similar numero de organismos de M. melolontha. Pero, dentro de una
mezcla de compuestos de hojas verdes, funcion6 como atrayente y el 97% de
capturas fueron machos. Esto relacionado a que existe un dimorfismo sexual en
comportamiento de vuelo, concluyendo que estos compuestos pueden servir como
kairomona sexual en M. melolontha. Para el caso del género Macrodactylus, al
igual que en el presente trabajo, para la especie M. subspinosus, Williams et al.
(1990) observaron respuestas significativas hacia la combinacion de compuestos
puestos a prueba en trampas (acido hexanoico, acido valérico, octil butirato). En
México, basandose en el trabajo antes mencionado, Arredondo-Bernal et al.,
(1995) probaron la misma combinaciébn de compuestos en campo, observando
respuesta atrayente para las especies de M. nigripes y M. murinus. Asi mismo,
Williams et al. (2000) encontré respuesta positiva de M. subspinosus hacia la
combinacion de compuestos de acido hexanoico, acido valérico, octil butirato, alfa-

ionona y trans-2-nonanol, esto con respecto al control.

Aunque en este trabajo se obtuvieron resultados estadisticamente
significativos hacia el compuesto con respecto al testigo y control, se considera
que la captura promedio de M. nigripes fue relativamente baja, esto puede
deberse a que se utilizé sélo un compuesto que resultd atrayente en pruebas con
olfatometro. Es decir, donde no existe influencia de algun otro estimulo olfativo,
hecho que no se puede controlar en campo y que ademas ocurren estimulos
visuales, olfativos de otras plantas que se encuentran alrededor y con el cual tal
vez la cantidad y concentraciéon del compuesto se disipa en el ambiente. Sin
embargo, (Z)-3-hexenil acetato es un compuesto con gran perspectiva para el
manejo de M. nigripes. Para tal fin, se sugiere implementar pruebas con diferentes
cantidades y concentraciones del compuesto, ademas de valorar diferentes tipos
de trampas, considerando los factores bidticos y abidticos que rodea el sitio de
prueba.
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X. Conclusiones

Se identificaron un total de 17 compuestos en P. persica con los métodos
de Headspace estético- SPME y Headspace dinamico, observandose
diferencias en ambos métodos, con respecto al nUmero de compuestos
aislados e identificados en cada uno.

Los estimulos quimicos puestos a pruebas en EAG, olfatbmetro y campo
generaron respuestas de despolarizacion y desplazamiento en las mismas
tendencias para hembras y machos de M. nigripes. Por tanto, ambos sexos
poseen el mismo nivel de percepcién de estimulos quimicos con actividad
alimentaria.

En las pruebas de EAG se observd respuesta de hembras y machos
estadisticamente significativa para (R)-(+)-limoneno y (Z)-3-hexenil acetato.
Las pruebas en olfatdmetro de dos vias mostraron respuesta atrayente de
hembras y machos de M. nigripes por el compuesto (Z)-3-hexenil acetato,
observandose lo contrario para (R)-(+)-limoneno.

Las pruebas de campo con el compuesto (Z)-3-hexenil acetato mostraron
respuestas significativas de ambos sexos de M. nigripes con respecto al
control.

Basado en las pruebas de laboratorio y campo el compuesto (Z)-3-hexenil

acetato tiene potencial como compuesto atrayente de M. nigripes.
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Xl. Recomendaciones

Se sugiere implementar pruebas de campo con diferentes cantidades vy
concentraciones del compuesto (Z)-3-hexenil acetato, de forma que se pueda
establecer la cantidad y concentracién adecuada para atraer el mayor numero de

M. nigripes.

Con la finalidad de hacer un manejo eficaz de esta especie, se recomienda
realizar mas pruebas de campo y valorar diferentes tipos de trampas,

considerando los factores bidticos y abioticos que rodea el sitio de prueba.
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