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RESUMEN

Los escarabajos de la especie Alphitobius diaperinus son una de las mayores plagas de granjas avicolas
a nivel mundial. Las larvas y adultos de esta especie causan graves pérdidas econémicas y dafios
sanitarios de los productos carnicos y sus derivados comercializados. Actualmente se vienen
desarrollando métodos quimicos alternativos mediante el uso de semioquimicos en biotrampas para
disminuir el uso de insecticidas como control rutinario de esta plaga. Sin embargo, se precisa mayor
investigacién con respecto a la identificacion de las sefiales quimicas de A. diaperinus y evaluacion de su
comportamiento conductual frente a esas sefiales, siendo estos factores clave para la eficacia de las

biotrampas.

El presente trabajo de tesis tiene como objetivo disefiar y desarrollar biotrampas avanzadas usando
semioquimicos de A. diaperinus como herramientas quimicas con el fin de reducir las poblaciones de esta
plaga. Para ello, primero se evalud, en horas de mayor actividad sexual, el efecto de las sefiales quimicas
emitidas por adultos de A. diaperinus de ambos sexos (hembras y machos) en sus estadios de experiencia
sexual (virgen y experimentado) en la atraccion a largo alcance y en las respuestas de comportamiento
de apareamiento (tocar, montar y copular) a corto alcance sobre otros adultos mediante ensayos
olfatométricos. Los adultos de A. diaperinus demostraron un comportamiento complejo en la atraccion y
apareamiento basado en sefales olfativas de corto y largo alcance, las cuales se ven afectadas por el
sexo y la experiencia sexual. Por un lado, se identificaron las sefales olfativas asociadas al sexo y
experiencia sexual que afectan el apareamiento y la atraccion en adultos de A. diaperinus, lo cual permitié
detectar un total de 67 sefales quimicas de largo alcance mediante cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas, de las cuales 28 sefiales son especificas a cada sexo y 39 sefales
generalizadas que emiten ambos sexos. Por otro lado, se detectaron 19 sefiales quimicas de corto
alcance relacionadas a su experiencia sexual, de las cuales todas las sefiales se detectaron en ambos
sexos, mientras que solo 14 se detectaron en adultos virgenes. Entre los compuestos identificados se
encuentran alcanos, quinonas, benzotiazoles, benzofenonas, acidos grasos, ésteres y terpenos.
Adicionalmente, se evaluaron las respuestas electrofisioldgicamente activas a las antenas de machos de
las sefiales quimicas de adultos de A. diaperinus segin su sexo y experiencias sexual mediante
cromatografia de gases acoplada a electroantenografia, detectando un total de 39 sefiales quimicas
electrofisiolégicamente activas. Entre los compuestos identificados se encuentran benzoquinonas,
limoneno, alcanos, acidos grasos y ésteres. Posteriormente, se describieron los procesos de manufactura
involucrados en el disefio de trampas que permita la captura de la plaga en estudio. Para su manufactura,
se contempld parametros fisicos, métodos quimicos de control y aspecto ecolégico de esta plaga.
Finalmente, se implemento y validé en laboratorio las biotrampas avanzadas fabricadas utilizando las

sefiales de largo alcance de machos como herramientas quimicas para el control de A. diaperinus.

Los resultados del presente proyecto permiten sentar las bases a nivel nacional de una tecnologia
alternativa a los métodos convencionales para el control de la plaga de A. diaperinus en industrias
avicolas. Asimismo, se espera contribuir con la generacién de una tecnologia limpia y simple que

permita mejorar la productividad de la actividad avicola.
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1. Introduccién general

1.1. Avicultura industrial

En el 2021, el subsector avicola represento el 26,4 % del Valor Bruto del sector
Agropecuario, el cual representa aproximadamente el 2 % del PBI nacional,
convirtiéndose en el proveedor principal de proteina de origen animal en el Peru.
Esto evidencia que el sector avicola es clave en el desarrollo de la produccion
agropecuaria (Inonan Oyola & Ledn Hinostroza, 2021, 2022). La produccion avicola
en el Pert y en el mundo es una de las actividades pecuarias caracterizadas por un
constante crecimiento. Aunque la crisis generada por la pandemia causada por el
virus SARS-CoV-2 afectd economicamente a muchos sectores industriales, el
sector agropecuario tuvo un crecimiento de 3,8% durante el 2021 en comparacion
con el inicio de la pandemia por el COVID-19 (Inonan Oyola & Ledn Hinostroza,
2021; Luque Zudiga et al., 2021). Sin embargo, aun con la alta demanda y
rendimiento, son varios los problemas a los que se enfrenta. Algunas de las
dificultades encontradas de importancia econémica y sanitaria es el desarrollo de
plagas en las instalaciones por roedores e insectos (moscas y escarabajos). Entre
la plaga de escarabajos de mayor indice en granjas avicolas estan Carcinops
pumilio (Coleoptera: Histeridae), C. troglodytes (Coleoptera: Histeridae), Euspilotus
rubriculus (Coleoptera: Histeridae), Dermestes maculatus (Coleoptera:
Dermestidae), Mezium americanum (Coleoptera: Ptinidae), Somotrichus
unifasciatus (Coleoptera, Carabidae), Gnathocerus cornutus (Coleopera:
Tenebrionidae) y Alphitobius diaperinus (Coleoptera: Tenebrionidae), siendo este
altimo el de mayor incidencia en las granjas avicolas (70-95%). Alphitobius
diaperinus se reproduce rapidamente mostrando incluso un incremento de 5000 a
18000 insectos en tan solo seis semanas (Calibeo-Hayes et al., 2005; Chernaki-
Leffer et al., 2007; Denux & Zagatti, 2010; Diaz et al., 2008; Galindo Acosta, 2021;
Pinto et al., 2009; Retamales et al., 2011; Rodriguez Miranda & Grillo Ravelo, 2019;
Strother & Steelman, 2001).
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1.2. Alphitobius diaperinus
1.2.1. Aspecto ecoldgico

El escarabajo A. diaperinus pertenece a la familia Tenebrionidae. Aunque es
originario del continente africano, su distribucion es cosmopolita. Su ciclo de
vida consta de 4 estadios, ver Figura 1, que en condiciones 6ptimas de
temperatura y humedad puede llegar a la etapa adulta en tan solo 60-80 dias.
Los individuos de A. diaperinus se desarrollan principalmente en la cama de
los galpones, debido al abundante alimento y las condiciones de temperatura
y humedad, aunque ciertos estadios completan las fases en los materiales
aislantes que rodean los galpones, debido a la proteccion que ofrecen
(Crippen & Esquivel, 2012; Dominguez, 2012; Dunford & Kaufman, 2006;
Hassemer et al., 2016; Robinson, 2005). Estos escarabajos actlan como
vectores de virus (como leucosis, coronavirus, influenza aviar, enfermedades
de Marek, Newcastle y Gumboro; Goodwin & Waltman (1996); McAllister et

(1995)), bacterias (como Salmonella typhimurium, Escherichia coli,
Aspergillus spp. y Staphylococcus ssp., Agabou & Alloui (2010); Hazeleger et
al. (2008); Leffer et al. (2010); Roche et al. (2009)) y hongos (L. F. A. Alves,
Alves, Bressan, Neves, & Alves, 2004; da Soares et al., 2018) patdégenos que
pueden causar pérdida de peso e incluso la muerte en las aves (Arena et al.,
2018; Dinev, 2013; Retamales et al., 2011; Singh & Johnson, 2012).

4 -7 dias '\64 - 14 semanas
Larva

i § Ciclo de vida -~
- Alphitobius diaperinus ! ; ‘}
Huevo upa
+1 aﬁok “ EJF’ 8 dias
Adulto

Figura 1. Ciclo de vida del coledptero Alphitobius diaperinus.
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1.2.2. Impacto econdémico

Alphitobius diaperinus es el responsable de dafios nutricionales, comerciales,
sanitarios y estructurales, generando asi graves pérdidas econdmicas en la
industria avicola, debido a la inversion en pesticidas y medicamentos para
prevenir enfermedades en las aves. Por ejemplo, una granja avicola en Pera
requiere una inversion de alrededor de USD 800 000 por afio en
medicamentos para prevenir enfermedades en los pollos, mientras que en
Estados Unidos presenta pérdidas anuales de USD 839 millones atribuidas a
los costos ambientales y sociales por el uso de los plaguicidas (Llaque Ramos,
2009; Pimentel, 1992; Pimentel et al., 1980). El dafio nutricional resulta de la
ingestion de larvas y adultos por las aves, perjudicando el desarrollo de estas
por la reduccién del consumo de alimento balanceado. Ademas, la ingesta del
insecto provoca lesiones internas en el pollo, dejandolos vulnerables a
infecciones, lo que conlleva a dafios sanitarios en las aves, pérdidas
comerciales y aumento de los costos de producciéon (Dominguez, 2012; Santo
| Monteys, 2011; Uemura et al., 2008). El dafio estructural lo causan las larvas
al intentar pupar, pues perforan los materiales aislantes de las instalaciones
(Alexandre et al., 2006). Mas aun, al completar su fase adulta en
aproximadamente dos meses, estos se diseminan rapidamente por los
galpones y sus poblaciones aumentan con cada nuevo lote de pollos
producidos (cada 1-1,5 meses se produce un lote de pollo). Los métodos
fisicos y quimicos (insecticidas) son insuficientes para su control, ademas, los
insecticidas causan dafios sanitarios en las aves y sus productos derivados
gue llegan al consumidor final (Alencar, 2015; Devine et al., 2008; Dominguez,
2012; Llague Ramos, 2009; Pimentel, 1992; Pimentel et al., 1980; Santo |
Monteys, 2011). Por lo tanto, se amerita efectivas estrategias de control que
beneficie toda la cadena productiva avicola.

1.3. Métodos de control

Los métodos desarrollados para el manejo y control de esta plaga pueden ser

fisicos, quimicos y/o bioloégicos (ver Figura 2). La mayoria de las estrategias para

controlar esta plaga se basan en la aplicacién conjunta de métodos fisicos como la
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reposicion ciclica de las camas de paja en el sistema de produccién y métodos
quimicos como el uso de insecticidas (Dominguez, 2012; Dunford & Kaufman,
2006; Hassemer et al., 2019; Rodriguez et al., 2013; Santo | Monteys, 2011). Sin
embargo, aunque los métodos quimicos son eficientes en reducir la poblacion de
estos escarabajos, existen problemas asociados a su toxicidad y la resistencia que
ha desarrollado esta plaga a varios insecticidas (Rumbos et al., 2019). Por ejemplo,
insecticidas a base de carbamatos, fosforados o piretroides son encontrados en
trazas dentro de la carne de pollo debido a la rutinaria fumigacion de paredes y
suelo de los galpones, amenazando asi la entrega de productos inocuos (del Valle
et al., 2016; Wolf et al., 2015; Zorzetti et al., 2015). En efecto, el uso de plaguicidas
representa un peligro grave para la salud y el medio ambiente, por ello se busca
continuamente meétodos alternativos a su uso. Una alternativa a los métodos
quimicos es la aplicacion conjunta de métodos fisicos (alterando las condiciones de
temperatura y humedad de las granjas, Wolf et al. (2015)) y biolégicos (uso de
especies patdgenas para A. diaperinus; Hassemer et al. (2020); Juarez Figueroa
(2007). Sin embargo, las desventajas que presentan estan asociadas a los altos
costos por su aplicacion y bajas tasas de mortalidad que generan en A. diaperinus.
Por lo expuesto, los métodos quimicos son mas eficientes en términos de
mortalidad, sin embargo, su aplicacién tiene severas consecuencias sanitarias. Por
ello, actualmente se desarrollan métodos quimicos alternativos usando sustancias
no toxicas, como el uso de trampas con semioquimicos (sefiales quimicas para

comunicacién) para el control de plagas (Yew & Chung, 2015).
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Figura 2. Métodos de control de Alphitobius diaperinus en granjas avicolas. Método

(A) fisico (granja avicola después de limpieza de las camas), (B) quimico (aplicacion

de insecticidas) y (C) biolgico (aplicacion de patdgenos contra insectos).

1.4. Semioquimicos como herramientas quimicas en la manufactura de

biotrampas

La manufactura avanzada es la aplicacion de tecnologias y metodologias
innovadoras (herramientas) para obtener un producto de calidad altamente
competitivo en el mercado a partir de materias primas (Castillo, 2017). En la
presente investigacion se utilizaran trampas fisicas como materia prima, en las
cuales se incorporaran sefiales quimicas (herramientas quimicas) para el proceso
de manufactura de trampas avanzadas, también llamada biotrampa. Las ventajas
de biotrampas sobre insecticidas es que las sefiales quimicas usadas les permiten
ser mucho mas eficiente y especifica en la captura de una poblacién de insectos
en particular, ya que estas sefales atraerian a los insectos hacia el interior de la
trampa permitiendo su captura. A continuacion, ejemplificamos el proceso de

manufactura avanzada de las biotrampas.
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Figura 3. Proceso de manufactura de biotrampas avanzadas.

Las sefiales quimicas que libera una especie para comunicarse con otra especie
(aleloquimicos) se han investigado por su accion de manipular el comportamiento
conductual de la otra especie, los cuales se han aplicado en diversos métodos de
control de plagas (Acevedo, 2020; Heuskin et al., 2011; Rumbos et al., 2019). Por
otro lado, las sefales quimicas que liberan insectos de una especie para
comunicarse con otros de la misma especie (feromonas) se pueden usar para
manipular su comportamiento conductual. Por ello, también son particularmente
efectivos en el control de plagas por ser respetuosas con el medio ambiente y
altamente especificas segun la composicion feromonal, al ser utilizadas como
herramientas quimicas en la manufactura de biotrampas (Adamski et al., 2019;
Hassan & Shakir, 2008; Miller & Buchbauer, 2011; Yew & Chung, 2015).

En resumen, a pesar de que el uso de insecticidas es usualmente mas econémico
gue el uso de feromonas para el control de plagas, las ventajas del potencial uso
de biotrampas en la industria pecuaria incluyen ser ecolégicas y mejorar la
seguridad alimentaria. De acuerdo a la literatura, algunos ejemplos de
aleloguimicos usados en control de plaga de insectos son las alomonas (por su
accion repelente de la plaga) y cairomonas (por su accion atrayente de la plaga),
mientras que las feromonas usadas para monitoreo y control bioldgico de
coleopteros son feromonas de alarma (por su efecto repelente), de agregacion (por
su efecto de atraccion) y sexuales (por su efecto en disminuir la reproduccion)
(Acevedo, 2020; Heuskin et al., 2011; Romero-L6pez et al., 2005; Yew & Chung,
2015). Sin embargo, el factor limitante principal para el uso de feromonas es la
disponibilidad de esta y la factibilidad de su uso; por ello la eleccion feromonal en

la manufactura de las biotrampas dependera de la estrategia de control a realizar.
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Con respecto al control de A. diaperinus mediante el uso de sus semioquimicos se

ha estudiado su composicién quimica (ver Tabla 1), reportando un diferente perfil

quimico (composicion quimica) dependiendo de la distribucién geografica de la
plaga (Bartelt et al., 2009; Cossé & Zilkowski, 2015; Falomo, 1986; Hassemer et
al., 2015, 2016, 2019, 2020; Singh & Johnson, 2012). Para mayor detalle de las

biotrampas investigadas para el control de A. diaperinus revisar el Capitulo 2.

Tabla 1. Composicién quimica reportada en adultos de Alphitobius diaperinus,

segun su sexo y origen

Tipo de

Adultos Origen Compuestos quimicos
muestreo

Referencia

(E)-B-ocimeno, (R)-(+)-dauceno,
2-nonanona, (S)-(+)-linalol y
(R)-(+)-limoneno.

De estos compuestos, los tres primeros
actian como sefiales atrayentes
(Feromonas de agregacion)

Machos us Volatil

Bartelt et al. (2009),
Cossé & Zilkowski (2015),
Singh & Johnson (2012)

Hembras US (S)-(-)-limoneno y 2-nonanona Volatil

Bartelt et al. (2009)

(R)-limoneno, 2-nonanona,
(E)-ocimeno, (S)-linalol, (R)-dauceno y
(E,E)-a-farneseno.

Todos estos compuestos actian como
sefiales atrayentes
(Feromonas de agregacion)

Machos  Brasil Volatil

Hassemer et al. (2016)

3 benzoquinonas
(2-metil-1,4-benzoquinona,

Hembras y US  2-etil-1,4-benzoquinona y derivado de

Glandulas

Tseng et al. (1971)

machos 1,4-benzoquinona) y 3 hidrocarburos g I
insaturados
3 benzoquinonas (1,4-benzoquinona,
Hembras y 2-metil-1,4-benzoquinona y Glandulas
machos us 2-etil-1,4-benzoquinona) y 3 odoriferas Falomo (1986)

hidrocarburos insaturados

23 sefiales entre alquenos,
monoterpenos, sesquiterpenos,
aldehidos, cetonas y benzoquinonas.
De estos, los compuestos:
1,4-benzoquinona,
2-metil-1,4-benzoquinona y
2-etil-1,4-benzoquinona actiian como
sefiales de defensa
(Feromonas de alarma)

Hembras y Brasil
machos

Glandulas
abdominales

Hassemer et al. (2015)

Hembras y US 37 sefiales entre alquenos, alcanos y

machos metilalcanos (C25-C40) Cuticula

Lockey (1979)
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1.5. Identificacion de semioquimicos

La identificacion de semioquimicos para el control de plagas requiere de técnicas
analiticas muy sensibles para su deteccion e identificacion. Para ello, primero se
realizan una serie de ensayos biologicos (olfatométricos) para evaluar el
comportamiento conductual del insecto hacia el aislamiento de sus compuestos
quimicos. Asimismo, mediante la técnica de electroantenografia (EAG) permitira
detectar si los compuestos aislados provocan una respuesta en la antena del
insecto y con ensayos biologicos adicionales se podra determinar la funcion
bioldgica del semioquimico (Brezolin et al., 2018). Posteriormente, para identificar
los semioquimicos se emplean diferentes técnicas cromatograficas como
espectrometria de masas acoplada a cromatografia de gases (GC-MS) para la
identificacion de estos compuestos volatiles. Finalmente, se realizan tratamiento de
datos mediante andlisis multivariados y estadisticos para la interpretacion de datos
biolégicos obtenidos (Calla-Quispe et al., 2020, 2022; Romero et al., 2021).
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2.Formulacion del problema de investigacion

La produccion avicola en el Peru y en el mundo es una de las actividades pecuarias
caracterizadas por un constante crecimiento (Inonan Oyola & Ledn Hinostroza, 2021).
Adicionalmente, la industria avicola se encuentra condicionada en aplicar protocolos
de bioseguridad y medidas de salud e higiene como parte de sus buenas practicas de
manufactura. Sin embargo, a nivel mundial, la plaga por escarabajos de A. diaperinus
es la mas comun en la industria avicola. Mas aun, esta plaga genera cuantiosas,
pérdidas econdémicas y dafios sanitarios (Dominguez, 2012; Santo | Monteys, 2011;
Wolf et al., 2015). Lamentablemente, no existe un método de control que sea ecoldgico
y altamente eficiente contra esta plaga. Los métodos actualmente utilizados son la
aplicacion conjunta de método fisicos (limpieza de las camas de galpones) y métodos
quimicos con el uso de insecticidas. Sin embargo, la aplicacion de estos quimicos
toxicos causa graves dafios de intoxicacion de las aves y sus productos derivados,
contaminacion de los aviarios y una resistencia de esta plaga ante esos quimicos por

la aplicacion rutinaria que se realiza.

Por ello, surge la necesidad de generar nuevas tecnologias que permitan realizar un
control de plagas mas eficientes, llevando a la reducciéon de estos organismos. Por
ejemplo, la manufactura avanzada de biotrampas para la captura de A. diaperinus
tendria un mayor impacto que los insecticidas debido al manejo sencillo, la rapidez del
tratamiento y su inocuidad con el medio ambiente. Las biotrampas permitirian la
captura de los insectos en sus formas moviles (adultos y larvas) por su accion
atrayente, sin riesgo de generar resistencia en la poblacién de los escarabajos. El
presente trabajo pretende fabricar biotrampas avanzadas para neutralizar

selectivamente A. diaperinus, la plaga de las granjas avicolas.

2.1. Hipoétesis

¢,Como se puede aprovechar las sefiales quimicas de adultos de Alphitobius
diaperinus para diseflar y desarrollar biotrampas avanzadas que permitan
incrementar su captura para el control potencial de dicha plaga en la industria

avicola?
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2.2. Objetivos
2.2.1. Objetivo general

Disefar y desarrollar biotrampas avanzadas empleando sefiales quimicas

para la captura de Alphitobius diaperinus (Coleoptera: Tenebrionidae).
2.2.2. Objetivos especificos

i. ldentificar compuestos quimicos que funcionen como atrayentes de A.
diaperinus y evaluar mediante ensayos olfatométricos y electrofisiol6gicos
su potencial uso como herramientas para la manufactura de biotrampas.

i. Disefiar trampas avanzadas empleando sefales quimicas de A. diaperinus.

iii. Implementar biotrampas avanzadas usando como herramientas quimicas
atrayentes las sefiales quimicas producidas por adultos de A. diaperinus.

iv. Validar las biotrampas en laboratorio.

2.3. Estructura de capitulos

Para un adecuado analisis del objeto de estudio, el trabajo de investigacion se
estructurd en tres capitulos. El primer capitulo esta relacionado con identificar las
herramientas quimicas para la manufactura de la biotrampa, el segundo con el
disefio de biotrampas avanzadas y el tercero con su manufactura y validacién en
laboratorio. A continuacion, se detalla el contenido de cada uno de estos capitulos

en mencion:

Capitulo 1. Identificacién y estudio de las sefiales olfativas asociadas al sexo
y experiencia sexual que afectan el apareamiento y la atraccion en Alphitobius
diaperinus: Se estudia, en horas de mayor actividad sexual, el efecto de las
sefales quimicas de largo y corto alcance emitidas por ambos sexos y diferentes
experiencias sexuales de adultos de A. diaperinus sobre el atractivo y
comportamiento de apareamiento sobre otros adultos. Asimismo, se evalla las

respuestas electrofisioldgicas de las sefiales quimicas detectadas.

Capitulo 2. Disefio de trampas avanzadas: se describe los procesos de
manufactura involucrados para el disefio de trampas que permita la captura de la

plaga en estudio.
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Capitulo 3. Manufactura y validacion en laboratorio de biotrampas avanzadas
parael control de Alphitobius diaperinus: Finalmente, se fabrican las biotrampas
avanzadas usando como herramientas las sefiales quimicas de largo alcance de

adultos de A. diaperinus y se valida en laboratorio el uso de dichas biotrampas para
la captura de adultos de A. diaperinus.
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3.Capitulo 1. Identificacién y estudio de las sefiales olfativas
asociadas al sexo y experiencia sexual que afectan el

apareamiento y la atraccién en Alphitobius diaperinus

3.1. Introduccién

Los insectos adultos desarrollan una secuencia de comportamientos para alcanzar
la reproduccién sexual, lo que implica la comunicacion y el reconocimiento de la
pareja, el cortejo y la cépula (Adamski et al., 2019; Lizée et al., 2017; Nieberding et
al., 2008). La comunicacion y el reconocimiento se dan a través de estimulos
visuales, tactiles, auditivos y olfativos (Ferveur, 2005; Font & Desfilis, 2003; Qadir et
al., 2021). Este ultimo se basa en sefiales quimicas y son los mas criticos y
fundamentales en las interacciones entre los insectos (Fedina & Lewis, 2008;
Geiselhardt, Otte, et al.,, 2009; Heuskin et al., 2014; Lizée et al., 2017). La
sefializacion olfativa en los sistemas de comportamiento sexual involucra sefales de
largo alcance y de corto alcance (Crook et al., 2004; Fedina & Lewis, 2008;
Geiselhardt, Otte, et al., 2009; Peterson et al., 2007). Las sefales olfativas de largo
alcance son emitidas por una de las parejas sexuales (macho o hembra) para obtener
la orientacibn de una pareja potencial, lo que promueve el atractivo a largas
distancias. Esta secuencia es seguida por posturas o comportamientos de llamada
(Bell et al., 2007; Fedina & Lewis, 2008; Lizée et al., 2017). Una vez que las parejas
sexuales se contactan, las sefiales olfativas de corto alcance se involucran para influir
en la orientacion y en la estimulacion de la copula. Estas sefiales pueden ser
percibidas por el contacto (Crook et al., 2004; Fedina & Lewis, 2008; Geiselhardt,
Otte, et al., 2009; Peterson et al., 2007) y/o contactando las partes bucales con la
secrecion glandular tergal (Crook et al., 2004; Fedina & Lewis, 2008; Goodwin &
Waltman, 1996; Lizée et al., 2017; Retamales et al., 2011; Sreng, 2006; Wojcik,
2013).

En algunas especies de escarabajos Tenebrionidae, el macho o la hembra inicia la
basqueda de pareja emitiendo el atrayente de largo alcance. Existen varias
caracteristicas especificas como el estatus sexual (por ejemplo, comportamiento
adulto divergente por experiencia sexual diferente), dimorfismo sexual (es decir,
diferencias adultas debido al sexo), el grado de gregarismo o incluso los habitos de

alimentacion que parecen estar involucradas en el desarrollo del apareamiento
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(Crippen & Esquivel, 2012; Crook et al., 2004; Dunford & Kaufman, 2006; Giunti et
al., 2018; Hassemer et al., 2016; Kamiya et al., 2015; Liu et al., 2010; Peterson et al.,
2007; Qadir et al., 2021; Spikes et al., 2010; Wojcik, 2013). En cuanto a adultos de
A. diaperinus, se han reportado diferencias cuantitativas y cualitativas de los perfiles
quimicos volatiles, cuticulares y de glandulas segun su sexo y distribucion geografica,
ver Tabla 1. (Bartelt et al., 2009; Cossé & Zilkowski, 2015; Hassemer et al., 2016;
Lockey, 1979; Soetemans et al., 2020; Tseng et al., 1971; Falomo 1986). Sin
embargo, la identificacién quimica de las feromonas por si sola no garantiza el éxito
en el control de las poblaciones de plagas, ya que las respuestas de los insectos
dependen en gran medida del contexto. Por ejemplo, la emision de sefiales quimicas
de una especie insectos puede verse influenciado debido a factores ambientales de
crecimiento (Menzel et al., 2017; Soetemans et al., 2020), interaccién interespecifica
(Batalha et al., 2020; Giunti et al., 2018) y el origen de la poblacién (Cossé &
Zilkowski, 2015; Hassemer et al., 2016, 2020; Singh & Johnson, 2012).

Aungque se sabe gque las sefiales quimicas atractivas son emitidas por machos
virgenes de A. diaperinus (Bartelt et al., 2009; Hassemer et al., 2016), se ha
reportado en otras especies de escarabajos que las sefales atractivas pueden ser
emitidas por ambos sexos (Chen et al., 2014; Fedina & Lewis, 2008; Kamiya et al.,
2015; Vanderbilt et al., 1998). Por ello, planteamos la hipétesis de que ambos sexos
producen sefiales quimicas atractivas, las cuales pueden o no relacionarse a la
experiencia sexual de A. diaperinus. Adicionalmente, dado que se conoce el
comportamiento homosexual en A. diaperinus (Bartelt et al., 2009; Cossé &
Zilkowski, 2015; Hassemer et al., 2015, 2016), se espera que ambos Sexos
presentan similitud en su perfil quimico. Este capitulo tuvo como objetivo
comprender si las sefales quimicas emitidas por los adultos de A. diaperinus son
atrayentes e inducen respuestas de apareamiento. Ademas, ¢el sexo o el estado
de la experiencia sexual afecta la produccion quimica y las respuestas de
comportamiento de los adultos de A. diaperinus? Para probar la hipétesis, se llevo
a cabo experimentos de comportamiento, andlisis quimicos y electrofisiolégicos de
seflales de largo y corto alcance emitidas por ambos sexos y diferentes

experiencias sexuales de A. diaperinus.
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3.2. Metodologia
3.2.1. Colectay crianza de A. diaperinus

Los escarabajos adultos de A. diaperinus se obtuvieron de una produccion
avicola comercial en el Departamento de Lima, Distrito de Villa Maria del
Triunfo, camino hacia el Parque Industrial Quebrada Retamal (coordenada
geografica es 12° 09' 27.8" S 76° 53' 46.2" W), a una altitud entre 200—-300
msnm, en 2019. Los cuatro estadios (huevo, larva, pupa y adulto) de A.
diaperinus se criaron en el laboratorio en cajas de vidrio (30 x 25 x 20 cm), las
cuales se mantuvieron en una camara de clima controlado (Memmert
HPP750, Memmert GmbH, Schwabach, Alemania) a una temperatura
constante de 30 °C, humedad relativa (HR) del 50 % y con un fotoperiodo de
12:12 h (luz: oscuridad) (fotofase 07:00 a 19:00 h y escotofase 19:00 a 07:00
h; GMT-5). En una de las cajas de vidrio, cientos de machos y hembras
adultos colectados se mantuvieron y se dejaron reproducir libremente,
mientras que las nuevas larvas emergentes se transfirieron a placas de Petri
(60 x 15 mm), que se mantuvieron en una segunda caja de vidrio. Esta
segunda caja fue monitoreada dos veces por semana para alimentarlos y
buscar pupas. Luego se identificé el sexo de cada pupa (como hembras "F"y
machos "M" siguiendo Esquivel et al., 2012) y se aislé en una placa de Petri
para evitar cualquier posible evento de apareamiento. En caso de que el
reconocimiento del sexo no pudiera llevarse a cabo en la etapa de pupa (por
ejemplo, los primeros adultos recolectados), el reconocimiento del sexo se
llevd a cabo presionando su abdomen ventral prolongado para ver los
genitales bajo un microscopio estereoscopico. Las larvas y adultos de A.
diaperinus se alimentaron con harina de trigo comercial "Blanca flor" (Alicorp,
Lima, Perd) y se les provey6 de agua mediante un papel toalla hiumedo. Los
adultos aislados sin experiencia sexual se denominaron 'virgenes' (v),
mientras que los adultos criados en grupos de machos y hembras combinados
se consideraron sexualmente experimentados (exp). Un adulto se consideré
sexualmente maduro a partir de los 21 dias de adultez. Todos los ensayos
descritos a continuacion se realizaron durante las horas de actividad de

apareamiento.

26



3.2.2. Olfatometria

i. Atraccion de las seflales quimicas segun su sexo y experiencia

sexual

Se uso un olfatbmetro de tubo en Y (tubo de vidrio de 8 mm de diametro, 10
cm de longitud del tronco seguido de dos brazos de 5 cm de longitud) para
probar el poder atractivo de las sefiales quimicas emitidas por machos y
hembras virgenes o experimentados. Cada brazo de tubo en Y se conect6 a
un tubo de vidrio (1 cm de didmetro y 15 cm de longitud). Uno de los tubos de
vidrio contenia uno de los siguientes tratamientos: (i) 20 hembras
experimentadas (‘Fexp’), (i) 20 hembras virgenes ('FV'), (iii) 20 machos
experimentados (‘Mexp’), o (iv) 20 machos virgenes (‘MV'); mientras que el
otro tubo quedo vacio para ser utilizado como control. Se colocé un individuo
perteneciente a una de las cuatro categorias (Fv, Fexp, Mv, Mexp) dentro del
tronco del olfatdbmetro. Luego se activd la bomba eléctrica para impulsar el
flujo de aire dentro del olfatdmetro a una velocidad constante de 0,3 L/min a
través de filtros de carbén activado (malla 20-40, Sigma-Aldrich). La
respuesta se registré por un tiempo de 5 minutos y se consideré finalizada
cuando el escarabajo ingresé totalmente al brazo de tratamiento o control. Se
realizaron al menos 30 repeticiones por cada tratamiento (553 analisis en total,
de los cuales en 90 ensayos los insectos no respondieron, por ello esos
resultados no se contabilizaron). Sin embargo, debido a limitaciones en el
namero de individuos My, el tratamiento de comparacion de Mv y control no
se realiz6 con todas las combinaciones de escarabajos. Después de cada
prueba, se gir6 180° todo el olfatbmetro para evitar efectos de iluminacién y
posicion. Todos los escarabajos probados se usaron solo una vez, mientras
gue los escarabajos dentro de las camaras se les permitio aclimatarse durante
1 h, activando la bomba eléctrica para impulsar el flujo de aire dentro de las
camaras a una velocidad constante de 0,3 L/min. Ello se realizé antes de las
pruebas para evitar la acumulacion de posibles compuestos poco atractivos
(por ejemplo, feromonas de disuasion o alarma). Las respuestas atractivas de
los adultos de A. diaperinus frente a los tratamientos se analizaron mediante

prueba binomial (50 % de probabilidad de seleccionar cada brazo), realizadas
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con la funcion binom.test del paquete stats del software R, version 3.6.1 (R
Core Team, 2017).

ii. Efecto del sexo y experiencia sexual en el comportamiento de

apareamiento y su descripcion

Se evalué el comportamiento de apareamiento en tratamientos basados en
todas las combinaciones posibles de sexo y experiencia sexual [Fv—Mv
(n=15), Fv—Mexp (n=20), Fexp—Mv (n=15) y Fexp—Mexp (n=15)]. Para ello, se
colocé un macho y una hembra en una placa de Petri (60 x 15 mm), el cual
contenia un papel de filtro en el fondo, y se observé su comportamiento
durante un total de 10 min. Luego se cronometraron las diferentes respuestas
conductuales: (a) contacto, es decir, interaccion que involucra contacto
mediante el uso de sus antenas 0 su patas protoracicas, antes o después de
la cépula, (b) monta, cuando el macho esta sobre la hembra y expone sus
genitales y (c) copula, cuando el macho inserta su genital en el érgano sexual
femenino. Asimismo, se registré (a) el nUmero de intentos de apareamiento
exitosos, es decir, cuando se produce la copula y (b) fallidos, en una coépula
fallida. Las diferencias en el tiempo total de cada respuesta de
comportamiento (es decir, tiempo de contacto, monta y cpula) y el efecto de
la experiencia sexual se analizaron mediante la realizacion de un modelo
lineal. El tiempo registrado por respuesta conductual se transformo en raiz
cuarta antes de los analisis, y la experiencia sexual tanto de macho como
hembras se estableci6 como variables predictivas. Para identificar posibles
efectos combinados, también se llevaron a cabo pruebas post-hoc Bonferroni.
Todos los analisis se realizaron en R, utilizando las funciones Im y emmeans

de los paquetes stats (R Core Team, 2017) y emmeans (Lenth et al., 2019).
iii. Evaluacion del rol de sefiales quimicas de largo y corto alcance

Se realizaron dos tipos de ensayo para evaluar el comportamiento de
apareamiento de machos con hembras muertas basados en todas las
combinaciones de sexo y experiencia sexual. Para ello, se compararon las
diferentes respuestas conductuales del macho durante un total de 10 min:
tiempo de contacto, monta y copula. Asimismo, se registraron el numero de

intentos de apareamiento exitosos Y fallidos.
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En el primer ensayo, se evaluod la aptitud sexual del macho y el rol de las
sefiales quimicas de corto alcance emitidas por la hembra, para ello se coloco
un macho y una hembra viva en una placa de Petri (60 x 15 mm) y se observo
su comportamiento hasta que el macho intentara aparearse, rapidamente se
retir6 al macho y se colocé en otra placa Petri, previamente acondicionada, a
5 mm de (a) una hembra muerta (misma condicion sexual que la hembra viva)
por congelacion (45 min a -20 °C), o (b) una hembra sacrificada por
congelacion y lavada con diclorometano por 24 h usando equipo soxhlet. Los
tratamientos evaluados fueron Fv'-Mv, Fv'—Mexp, Fexp—Mv, Fexp—Mexp,
dFexp—Mv y dFexp—Mexp, donde “*” se denominan a hembras muertas por
congelacion y “dFexp” hembras experimentadas lavadas. En el segundo
ensayo, se evaluo el rol de ambas sefiales quimicas de largo y corto alcance,
para ello se coloc6 una Fexp viva en una placa Petri (60 x 15 mm), la cual
estaba cubierta por una fina capa de papel aluminio con pequefos orificios
gue permitiera pasar las sefiales quimicas de largo alcance y encima de ello
se coloco un Mv a 5 mm de una Fexp**, todo ello cubierto con otra placa Petri
(60 x 15 mm), ver Figura 4. Los tratamientos evaluados fueron Fexp“™—Mv y
dFexp*~Mv, donde “Fexp**” se denominan a hembras experimentadas

muertas por congelacion y “dFexp*” hembras experimentadas lavadas.

En ambos ensayos, al usar parejas muertas, se descart6 la posibilidad que el
comportamiento conductual de la pareja influya en el comportamiento de
apareamiento del macho. Las diferencias en el tiempo total de cada respuesta
de comportamiento y el efecto de la experiencia sexual, asi como identificar
posibles efectos combinados se analizaron igual que el inciso anterior
(sec. 3.2.2.ii)). Adicionalmente se evaluaron las diferencias de todos los
resultados obtenidos en el comportamiento de apareamiento (sec. 3.2.2.ii y
3.2.3.iii) mediante pruebas no paramétricas de Kruskal-Wallis, seguidas de
comparaciones por pares mediante pruebas de Mann-Whitney-U con
correccion de Bonferroni. Estos analisis se realizaron utilizando el paquete
stats en R (R Core Team, 2017).
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Figura 4. Esquema del ensayo de comportamiento de apareamiento en A) 1y
B) 2 placas Petri.Q: Fv*, Fexp* o dFexp. d:Mvo Mexp.

3.2.3. Extraccion e identificacion de semioquimicos
i. Sefiales quimicas de largo alcance

Cuarenta adultos de cada sexo fueron acondicionados en camaras de vidrio (1
cm de diametro y 15 cm de longitud) con 200 mg de comida y 100 pL de agua
impregnada en papel de filtro (1 x 1 cm) por 18 h. Seguidamente, cada camara
de vidrio fue ventilada durante 1 h con flujo de aire a una velocidad constante
de 0,3 L/min a través de filtros de carbon activado (malla 20-40, Sigma-
Aldrich). Las muestras blanco (CBK) se realizaron en las mismas condiciones
descritas anteriormente, pero sin adultos en su interior (hmero de muestras
Fexp: n=19, Mexp: n=20, CBK: n=10). Los volatiles fueron colectados usando
fioras SPME de DVB/CAR/PDMS (Sigma Aldrich) con espesor de 50/30um

durante 1 h. Las muestras se analizaron inmediatamente por GC-MS.
ii. Sefales quimicas de corto alcance

Se realizaron dos tratamientos para evaluar la composicion quimica de las
sefiales de corto alcance en adultos de A. diaperinus segin su sexo Yy
experiencia sexual. Para ello, adultos de diferente sexo y experiencia sexual
fueron congelados por 45 min a -20 °C, luego descongelados durante 10 min

a temperatura ambiente.

El primer tratamiento se realizé para determinar la composicion de las sefiales

guimicas de corto alcance, para ello cada muestra extraida consistié en doce
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individuos del mismo sexo y experiencia sexual (nUmero de muestras Fv: n=4,
Fexp: n=14, Mv: n=4, Mexp: n=14). Seguidamente, cada muestra se sumergio
en 2 ml de hexano (grado MS, Sigma-Aldrich) y se agité a 2000 rpm durante
2 min. Luego, el extracto se transfirid a otro vial y se agrego 1 uL de 1000 ppm
de hexadecano (C16) como estandar interno. Posteriormente, los extractos se
concentraron a 120 pL usando una corriente suave de nitrégeno y luego se
almacenaron a -20 °C para su posterior analisis quimico. El segundo
tratamiento se desarroll6 para confirmar la composicion quimica y determinar
posteriormente aquellos compuestos electrofisiolégicamente activos, para ello
cada muestra extraida consistié en al menos veinte individuos del mismo sexo
y experiencia sexual (Fv, Fexp y Mv). A continuacion, cada muestra se extrajo
siguiendo el procedimiento descrito anteriormente y se almacenaron a -20 °C

para su posterior analisis quimico y electrofisiolégico.
iii. Identificacion de compuestos quimicos

Las sefiales quimicas de largo y corto alcance se analizaron por cromatografia
de gases (GC) acoplada a espectrometro de masas APPI-Q-Exactive HF
(Thermo Fisher Scientific). Las condiciones instrumentales con las cuales se
trabajaron se describen en la Tabla 2. Los datos obtenidos en el
espectrometro de masas (MS) de alta precision se adquirieron en adquisicién
dependiente de datos (DDA), en modo positivo con un rango de escaneo de
50-750 m/z. Adicionalmente, las sefiales quimicas de corto alcance se
analizaron mediante GC-MS (MS; Agilent 7250 GC/Q-TOF, Santa Clara/CA,
EE. UU.) con fuente de ionizacién electronica y quimica (EI/CI). Las
condiciones instrumentales se describen en la Tabla 2. El El se fij6 a 70 eV

con un rango de escaneo de 50-750 m/z.

La mineria de datos se realizé utilizando MS-DIAL v4.6. Para ello, los datos
sin procesar, formato raw, se convirtieron al formato .abf para analizarlos por
el MS-DIAL, el cual alineé los cromatogramas y normalizd las muestras en
base al TIC (cromatograma de iones totales). Seguidamente, se realizé un
filtrado mediante analisis de componentes principales (PCA de datos
transformados con logl0 y normalizados por tipificacion) y ANOVA
unidireccional (p-anova<0,01) mediante MATLAB vR2019b. Este filtrado nos
permitio rastrear la calidad de los datos, reducir la dimensionalidad, identificar
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posibles valores atipicos e identificar grupos de muestras. Para la filtracion
final se considerd que el area promedio de la muestra fuera al menos tres
veces el area promedio del estandar interno y del blanco. La identificacion de
los compuestos se logré comparando los espectros de masas (MS?) y los
indices de retencion de Kovats (solo para compuestos de corto alcance) con
bases de datos como PubChem, Fiehn BinBase, MoNA, Chemspider, Metlin
y NIST. Los compuestos de corto alcance se cuantificaron comparando sus

areas maximas con el area (sefal) del estandar interno (C16).

Tabla 2. Condiciones instrumentales del GC-MS

Sefiales quimicas largo alcance corto alcance corto alcance
GC-MS Thermo Fisher Scientific Agilent
Fuente de ionizacion APPI EI/CI
Columna DB-5 (30 m x 0.25 mm d.i., 0,25 um espesor)
15 min / 50 °C; 2 min /50 °C; 2 min /50 °C;
Temperatura de columna 270 °C a 10 °/min 250 °C a 10 °/min 250 °C a 10 °/min
8 min 270 °C 20 min 250 °C 20 min 250 °C
Temperatura de inyector 250 °C 250 °C 250 °C
Temperatura de detector 270 °C 270 °C 270 °C
Gas portador He (1,5 mL/min)
Volumen de inyeccién - 1uL 1uL
Modo de inyeccion splitless

Para inspeccionar graficamente las posibles diferencias en los perfiles
guimicos de machos y hembras con diferentes experiencias sexuales, se
realizd6 un analisis de escalamiento multidimensional no métrico (NMDS)
usando las proporciones relativas de los compuestos detectados. El NMDS se
basdé en la matriz de similitud de Bray-Curtis del conjunto de datos
transformado a raiz cuadrada. Asimismo, para identificar diferencias
significativas de los perfiles quimicos entre los cuatro grupos (segun sexo y
experiencia sexual), se realiz6 un analisis de varianza multivariante
permutacional (PERMANOVA) utilizando la matriz de similitud de Bray-Curtis
de las proporciones relativas de los perfiles quimicos transformado a raiz
cuadrada. Se realizaron un total de 99999 permutaciones y correccion de
Holm, considerando “sexo” como factor fijo y “experiencia sexual” como factor
anidado dentro de “sexo”. EIl NMDS y PERMANOVA se realizaron utilizando
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el paquete vegan (Oksanen et al., 2020), mientras que la correccion de Holm
utilizé el paquete RVAideMemoire (Hervé, 2021) de R.

iv. ldentificacion de semioquimicos potenciales mediante

electroantenografia

Para determinar los potenciales compuestos quimicos con funcion de
semioquimicos atrayentes, se realizaron andlisis electrofisiolégicos con las
antenas de los machos adultos de los extractos hexanicos (sec. 3.2.3. ii.) de
cada categoria (nUmero de ensayos Fv: n=13, Fexp: n=7, Mv: n=12) de A.
diaperinus, mediante GC acoplado a electroantenografia (GC-EAD). ElI GC
HP 6890 (Hewlett Packard Co., Palo Alto, USA) estaba equipado con un
detector de ionizacion de llama (FID) y EAD (IDAC-2, Syntech, Hilversum,
Netherlands). Las antenas de machos de A. diaperinus fueron extirpados con
una microtijera (Castroviejo, Fine Science tools; 69,121 Heidelberg, Alemania)
con ayuda de un microscopio estereoscopico (Stemi 2000-CS, ZEISS,
Oberkochen, Alemania). Cada antena extirpada fue cortada en la base del
pedicelo, montada entre dos capilares de vidrio llenos de solucion Ringer (5 g
NaCl, 0,42 g KCl y 0,19 g CaCl.2H20 en 1000 mL agua desmineralizada) y
conectada a electrodos de oro. Para registrar simultaneamente las respuestas
de FID y EAD, el efluente de GC se dividio (FID: EAD = 1: 1) bajo un suministro
de gas suplementario (N2; 30 mL/min). El efluente se humidificé con un flujo
de aire limpio de 100 mL/min y se filtr6 con carbén activado. Esta fraccion
efluente transportada de la columna hacia el EAD se dirigi6 a la antena a
través de un tubo de vidrio. La inyeccion (1 pL) del estimulo olfativo a evaluar
fue en modo splitless a 50 °C en el GC, equipado con una columna DB5 apolar
(30 m x 0.25 mm d.i.) y operando a un flujo constante de gas de 2 mL/min Ho.
Las sefales quimicas fueron denominadas "electrofisiologicamente activos"

cuando desencadenaron respuestas en el EAD.
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3.3. Resultados
3.3.1. Olfatometria

i. Atraccién de las sefales quimicas segun su sexo y experiencia sexual

En general, todos los escarabajos adultos, independientemente de su sexo o
experiencia sexual, se sintieron atraidos por la sefial olfativa emitida por
machos experimentados o virgenes, ver Figura 5. En efecto, Fv, Fexp, Mv y
Mexp se sintieron significativamente mas atraidos por las sefiales olfativas de
Mv (Fv: p=0,02; Mv: p=0,0003) y Mexp (Fv: p=0,00003; Fexp: p=0,00002;
Mexp: p=0,00002) sobre el control. De manera similar, todos se sintieron mas
atraidos, aunque apenas significativo (p<0,1) para Fv (p=0,07) y Mv (p=0,09),
por los olores de Fv en comparacion con el control (Fexp: p<0,00001; Mexp:
p=0,006). Curiosamente, aunque los machos se sintieron mas atraidos por la
sefial olfativa de Fexp en comparacion con el control (Mv: p=0,0006; Mexp:
p=0,08), las hembras, independientemente de su experiencia sexual, se
sintieron igualmente atraidas tanto por las sefiales olfativas de Fexp y el
control (p<0,1). Por otro lado, Fv no mostré ninguna preferencia cuando se

probd los olores de Fexp contra el control (Fexp: p=0,36; Fv: p=0,85).
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Figura 5. Atraccion de los adultos de Alphitobius diaperinus hacia sefiales
olfativas emitidas por otros adultos, clasificados segun su sexo y experiencia
sexual. Se muestran diferencias significativas (* p<0,05; ** p<0,01; ***
p<0,001), poco significativas (1 p<0,1) y no significativas (ns p=0,1) segun la
prueba binomial exacta. Fexp, hembras experimentadas; Fv, hembras

virgenes; Mexp, machos experimentados, Mv, machos virgenes.

ii. Efecto del sexo y experiencia sexual en el comportamiento de

apareamiento y su descripcion

La secuencia del comportamiento de apareamiento en A. diaperinus exhibi6
tres fases distintas, ver Figura 6. La fase pre-copulatoria (localizacion del
insecto) comenz6 cuando ambos adultos se acercaron entre ellos. Después
de acercarse, se tocaban las cuticulas con las antenas o patas protoracicas
desde la derecha, izquierda o posterior. Cuando el macho reconoce a la
hembra, intenta montarla por la espalda, doblando su abdomen y dejando al
descubierto su 6rgano genital. Las hembras también contribuyeron a tener un

intento exitoso de apareamiento colocandose debajo del macho y exponiendo
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Fase pre-copulatoria

sus genitales al exponer el ultimo esternito. En la fase copulatoria, durante la
monta, el macho tocaba la cuticula de la hembra con su pata protoracica y
mesotoracica, tocando su protérax con la antena y palpo maxilar. La copula
registrada dur6 entre 4-16 segundos cuando el Mv se estaba apareando,
mientras que para el Mexp duré entre 3-5 segundos. En la fase post-
copulatoria, ambos adultos siguieron en contacto. Adicionalmente, cuando un
macho no tuvo un apareamiento exitoso debido a su menor tamafio en
comparaciéon con la hembra, ambos insectos intentaron aparearse

nuevamente.
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Figura 6. Secuencia de apareamiento de machos de Alphitobius diaperinus
con hembras en base a la experiencia sexual. N = ndmero de parejas
ensayadas. ' Fv—My, ""Fexp—Mv, "' Fv—Mexp, 'V Fexp—Mexp. Cada niimero en
el grafico indica el nUmero de parejas que exhiben el comportamiento del total
de observaciones. Fexp, hembras experimentadas; Fv, hembras virgenes;

Mexp, machos experimentados, Mv, machos virgenes.

En las respuestas de tiempo de contacto no encontramos diferencias entre
cualquier tipo de combinacion de machos y hembras (estado de experiencia
sexual en machos: F1,61=0,11; hembras: F161=0,0001 y combinacion del
estado de experiencia sexual en machos y hembras: F1,61=0,44; para todos
p>0,05; Figura 7). Por el contrario, encontramos efectos significativos tanto en
el tiempo de monta y cépula del estado de la experiencia sexual en machos
(monta: F1,61=34,39; copula: F1,61=25,09, para ambos p<0,0001, Figura 7) y la
combinacion del estado de experiencia sexual en machos y hembras (monta:
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F161=4,44; copula: F161=9,19; para ambos p<0,05, Figura 7). Efectivamente,
Mv monté y copul6 mucho méas tiempo con hembras en comparacién con
Mexp, ver Figura 7. Ademas, en las comparaciones por pares, el tiempo de
monta que involucro tanto Fv—Mv duré mas (34,5 + 45,9 s) que cualquier otra
combinacion (Fv-Mv vs Fv-Mexp: p<0,0001; Fv-Mv vs Fexp-Mexp: p=0,009),
excepto cuando se compard con Fexp—Mv (25,7 + 26,3 s; p=0,83; Figura 7).
Sin embargo, Fv—Mv copuld (5,6 + 4,4 s) mas tiempo que cualquier otra
combinaciéon, y no hubo diferencia significativa al comparar entre las
combinaciones restantes (Fexp-Mv vs Fv-Mexp: p=0,08; Fexp-Mv vs Fexp-
Mexp: p=0,58; Fv-Mexp vs Fexp-Mexp: p=0,72; Figura 7).
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Figura 7. Respuestas conductuales de apareamiento de machos de Alphitobius
diaperinus con hembras vivas segun su sexo y experiencia sexual. Tiempo total de
(A) contacto, (B) monta y (C) copula. Letras diferentes debajo de las barras indican
diferencias  significativas entre tratamiento  (p<0,05). Fexp, hembras
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experimentadas; Fv, hembras virgenes; Mexp, machos experimentados; My,

machos virgenes.

iii.Evaluacion del rol de sefiales quimicas de largo y corto alcance

Para obtener una respuesta en el comportamiento de apareamiento de los
machos se debid juntar previamente con una hembra viva, lo cual indicaba
gue i) para que se dé la copula es necesario comportamientos conductuales
de ambos o de una de las parejas o ii) ademas de las sefiales quimicas de

corto alcance, son necesarias las de largo alcance.

En el primer ensayo, la secuencia del comportamiento de apareamiento del
macho exhibi6 las tres fases descritas anteriormente (fase pre-copulatoria,
copulatoria y post-copulatoria), ver Figura 6. Lo mas resaltante en la fase pre-
copulatoria es que el macho al localizar a la hembra muerta tocaba la cuticula
del térax, cabeza, élitros, abdomen y region genital, incluso en la mayoria de
las veces levantaba sus élitros para lamer los terguitos (dorsal) o volteaba a
la hembra para poder contactar sus esternitos (ventral). Asimismo, a
diferencia de las respuestas registradas anteriormente, el tiempo de copula
del Mv con la hembra muerta (F") duré entre 7-297 segundos, mientras que
el Mexp no mostro registro ni de monta ni cépula. Por otro lado, cuando la
hembra lavada (dF) se exponia al macho, este exhibia los comportamientos
conductuales de contacto ya descritos, para luego alejarse y no volver a
localizarla. En la fase post-copulatoria, el Mv volteaba a la hembra para

inspeccionar nuevamente la cuticula del abdomen ventral.

Efectivamente, en las respuestas de tiempo de contacto, monta y copula no
se encontrd diferencias en la combinacion del estado de experiencia sexual
en machos y hembras (para todos F2,6<0,46; p>0,05; Tabla 3, Figura 8). Por
el contrario, si se encontrg efectos significativos en las respuestas de tiempo
de contacto (F1,96=14,65; p<0,0001), monta (F1,96=19,40; p<0,0001) y copula
(F1,96=9,62; p<0,01) de la experiencia sexual masculina, ver Figura 8.
Asimismo, se encontré diferencias significativas del estado de la hembra
muerta (F° y dF) en las respuestas de tiempo de contacto (F29=18,62;
p<0,0001) y monta (F2,96=3,40; p<0,05), ver Figura 8. Ademas, respecto a las
combinaciones por pares, el tiempo de contacto de los machos con hembras
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muertas (F") es mayor que con hembras lavadas (dF), a excepcion de Fexp—
Mexp, ver Figura 8. Por otro lado, el Mv monté y copulé con hembras muertas
en comparacion con el nulo comportamiento de Mexp (Figura 8). En efecto,
en las comparaciones por pares, el Mv mont6 con Fv* (8,8 + 14,0 s) y Fexp®
(9,4 + 23,3 s) a diferencia que cualquier otra combinacion (p<0,05; Tabla 3,
Figura 8). Sin embargo, Fv'-Mv copulé (8,9 + 15,7 s) mas tiempo que
cualquier otra combinacion (p<0,05), excepto cuando se comparé con Fexp'—
Mv (14,7 + 57,6 s; p>0,05; Tabla 3, Figura 8).

Tabla 3. Comportamiento de apareamiento (en segundos; media + SD) de
adultos de machos de Alphitobius diaperinus con hembras muertas segun su

sSexo y experiencia sexual

Tratamiento N Contacto* Monta* Cépula*
FV' - Mv 26 297,1+1378 88+140 89+157
Fexp’ - Mv 27 287,1+157,3 9,4+233 14,7+57,6
FV' - Mexp 13 191,3+1644 0,0+0,0 0,0+0,0
Fexp' - Mexp 12 174,4+200,3 0,0+0,0 0,0+£0,0
dFexp-Mv 12 74,5 + 96,8 0,0+£0,0 0,0+0,0
dFexp-Mexp 12 72,2+ 136,5 0,0+0,0 0,0£0,0

*Diferencias significativa entre tratamientos por respuesta

conductual (p<0,05).
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Figura 8. Respuestas conductuales de apareamiento de machos de Alphitobius
diaperinus con hembras muertas segun su sexo y experiencia sexual. Tiempo total
de (A) contacto, (B) monta y (C) copula. Letras diferentes debajo de las barras
indican diferencias significativas (p<0,05). Fexp*, hembras experimentadas muertas
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experimentadas lavadas; Mexp, machos experimentados; Mv, machos virgenes.
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En el segundo ensayo, lo mas resaltante se evidencié en la fase pre-
copulatoria, donde el Mv se movia con las antenas en direccion del
movimiento de la Fexp, una vez localizada la Fexp**, el macho exhibia los
comportamientos conductuales de contacto ya descritos anteriormente, sin
embargo, con dFexp*, una vez contactada el Mv se alejaba rapidamente
(Figura 9). En efecto, se encontrd diferencias significativas del estado de la
hembra muerta (Fexp™ y dFexp*) en las respuestas de tiempo de contacto
(F1,38=54,87; p<0,0001) y monta (F1,38=5,88; p<0,05). Por el contrario, no se
encontraron diferencias en el tiempo de copula (F1,38=1,52; p>0,05), sin

embargo, Fv"-Mv (3,1 + 9,9 s) copularon al menos en tres ensayos.
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Figura 9. Respuestas conductuales de apareamiento de machos de
Alphitobius diaperinus con hembras muertas segin su sexo y experiencia
sexual. Tiempo total de (A) contacto, (B) monta y (C) copula. Letras diferentes
debajo de las barras indican diferencias significativas (p<0,05). Fexp**,
hembras experimentadas muertas por congelacion; dFexp*, hembras

experimentadas lavadas; Mv, machos virgenes.

En general, al comparar todos los ensayos de comportamiento (sec. 3.2.2.ii y
3.2.2.iii) se encontro diferencia significativa del estado de la hembra en las
respuestas de tiempo de contacto (Fei195=16,55; p<0,0001), monta
(Fe,195=10,22; p<0,0001) y copula (Fs,105=4,71; p<0,001), es decir, el contacto,
monta y cépula con una hembra lavada (dF) es menor que con una hembra
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viva (F) y hembra muerta (F"), ver Figura 7, 8 y 9. En la combinacién por pares,
no existe diferencia significativa en el tiempo de contacto entre Fexp™—Mv y
cualquier combinacién entre machos y F o F* (p>0,05). Ademas, aungue el Mv
se aparea con Fv y FV', el tiempo de monta es significativamente menor con
FV' (p<0,01). Respecto al tiempo de copula, las respuestas de copula de Mv
no se diferencian cuando copular con Fv o Fv* (p>0,05), sin embargo, la cépula
es mayor que cualquier otra combinacion de sexo 0 experiencia sexual

(p<0,05), excepto para Fexp—Mv (p>0,05).

3.3.2. Analisis quimicos
i. Sefales quimicas de largo alcance segun su sexo

Un total de 67 compuestos quimicos de largo alcance se detectaron en modo
positivo mediante GC-MS (APPI) seguido de un tratamiento de datos con PCA
y ANOVA unidireccional (p-anova<0,01), ver Figura 10. 39 compuestos se
detectaron en ambos sexos, aunque en diferentes concentraciones relativas,
mientras que 26 y 2 compuestos se detectaron en Fexp y Mexp,

respectivamente (Tabla 4).
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Figura 10. Biplot del analisis de componentes principales (PCA) de la matriz
fitrada de sefales quimicas de largo alcance de adultos de Alphitobius
diaperinus muestra las puntuaciones de PCA y el gréfico de cargas. (A) PC1
vs. PC2, (B) PC2 vs. PC3. Los numeros en la grafica (picos) representan los

la Tabla 4. CBK, blanco; Fexp, hembras

compuestos descritos en
experimentadas; Mexp, machos experimentados.

44



Tabla 4. Cantidad media (10*abundancia + SD) de sefiales quimicas de largo alcance

detectadas en adultos de Alphitobius diaperinus (F&*° n=12; Mex» n=20)

Pico Tiempo de Masa medida Fexp Mexp
retencién tr (min) (m/z)

1 2.61 145.06544 16.92 + 16.04 69.7 +75.5
2 2.61 141.08759 124+ 1251 176.77 + 233.33
3 2.66 159.09802 4.48 £ 453 69.09 + 94.06
4 2.61 89.05815 15.34 +£14.99 119.74 + 139.24
5 2.60 97.06298 8.61 + 8.53 109.51 + 142.72
6 2.73 113.09362 ND 52+7.37
7 2.65 73.06361 ND 8.06 +11.11
8 2.65 115.07299 0.7+0.8 13.52+18
9 2.61 123.07789 0.32+0.42 9.75+12.91
10 21.06 136.04967 3.87+6.71 8.56 + 11.65
11 22.28 132.09117 2.61+0.87 ND

12 22.51 145.10156 2.07+0.8 ND

13 22.84 133.10179 2.84+1.04 122+16
14 23.32 162.14070 2.92+0.86 1.21+1.39
15 23.32 133.10161 243 +£0.67 ND

16 23.54 119.08585 2.57 +0.67 ND

17 23.58 162.14110 3.13+0.86 1.36 +1.28
18 23.78 159.08063 228+212 2.37+257
19 23.88 148.12494 3.66 + 1.66 ND

20 24.01 151.14885 2.25+0.65 ND

21 24.02 133.10167 254 +0.71 ND

22 24.23 162.14111 1.45+0.86 ND

23 24.33 147.11766 1.37+0.57 0.58 +0.75
24 24.44 141.06998 316 +1.51 1.39+1.55
25 24.47 133.10155 2.18 +0.93 ND

26 24.54 174.14098 3.45+0.98 ND

27 24.71 147.11761 2.36 £ 0.67 1.03 +1.02
28 24.79 147.11737 2.03 +0.66 0.87 £0.94
29 24.88 173.13322 1.8+1.08 0.63+0.8
30 24.88 124.05225 1.85+3.18 1.89 +3.67
31 24.89 133.10155 2.2+0.87 ND

32 24.91 147.11771 2.33+0.69 ND

33 24.91 174.14101 2.85+1.06 14+125
34 25.02 129.07037 1.79+1.02 0.73+0.71
35 25.12 176.15627 3.6+0.61 ND
36 25.41 129.07037 2.36 £0.95 ND

37 25.45 143.08586 2,26 +0.41 1+£0.95
38 25.54 115.05514 2.69 + 0.65 ND
39 25.56 135.08078 2,16 +2.01 0.52 +£0.93
40 25.62 190.17229 2.93+0.68 1.3+1.28
41 25.66 157.10168 1.54 + 0.65 0.61+0.74
42 25.76 115.05486 3.93+1.03 ND
43 25.80 147.11719 3.39+0.59 ND
44 25.81 178.17224 2.38+0.68 1.05+1.02
45 25.90 141.07056 25+0.79 1.03+1.04
46 25.93 129.07053 2.6+0.72 0.95+0.91
47 25.97 138.06789 3.1+57 251+534
48 26.08 147.11697 2.66 +0.79 1.13+1.02
49 26.10 133.10156 2.62+0.64 ND

50 26.43 186.14093 2.13+0.71 ND

51 26.44 182.10942 2.62 +0.57 1.13+1.03
52 26.66 129.07045 3.21+0.76 ND

53 26.76 154.07814 2+0.58 0.83+0.8
54 26.78 157.10207 2.64 +0.82 ND

55 26.79 190.17197 2.18+0.71 0.81+0.85
56 26.92 205.15950 5.36 +2.91 ND
57 26.95 143.08611 2.69 + 0.66 ND
58 27.01 155.08600 2.8+0.58 0861
59 27.04 196.12532 2.12+0.6 0.93+0.96
60 27.08 185.13292 1.6 £0.68 0.59 + 0.56
61 27.16 181.10202 2.61+0.67 1.22+1.13
62 27.36 120.09390 257 +0.45 1.15+1.09
63 27.40 144.09398 2.05+0.6 ND
64 27.65 157.10204 3.64+0.78 1.61+1.47
65 28.04 131.08618 3.23+0.52 ND
66 28.29 129.07059 2.32+0.44 ND
67 28.40 158.10944 212 +0.64 0.98 +0.94
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Figura 11. Cromatogramas GC-MS (APPI) de sefales quimicas de largo
alcance en adultos de Alphitobius diaperinus segun su sexo (A) Fexp (B) Mexp.
Los numeros en la grafica (picos) representan los compuestos descritos en la

Tabla 4. Fexp, hembras experimentadas; Mexp, machos experimentados.

La similitud del perfil quimico de largo alcance entre machos y hembras
experimentados de A. diaperinus se mostré visualmente mediante el analisis
NMDS (Figura 12), el cual fue coherente con el PCA graficado (Figura 10). En
efecto, el andlisis PERMANOVA mostré diferencias significativas en los
perfiles quimicos de largo alcance segun su sexo (es decir, Fexp vs Mexp;
Pseudo-F(,31= 10.981; p<0.001).

46



NMDS 2

A AMexp

-15 0 L5
NMDS 1

Figura 12. Escalamiento no multidimensional (NMDS) de sefiales quimicas de
largo alcance de adultos experimentados de Alphitobius diaperinus. Tener en
cuenta la superposicion de los perfiles quimicos en relacion con la experiencia
sexual. NMDS basado en similitudes de Bray-Curtis (estrés = 0.06509). Fexp,

hembras experimentadas; Mexp, machos experimentados.

ii. Sefiales quimicas de corto alcance segln su sexo y experiencia

sexual

Se detectaron un total de 19 compuestos quimicos de corto alcance en modo
positivo mediante GC-MS (EI/CI) seguido de un tratamiento de datos con PCA
y ANOVA unidireccional (p-anova<0,01), ver Figura 13. Catorce compuestos
quimicos fueron identificados pertenecientes a los alcanos, quinonas,
benzotiazoles, benzofenonas, acidos grasos, ésteres y terpenos (Tabla 5). Los
19 compuestos se detectaron en ambos sexos, aunque en diferentes
concentraciones relativas, mientras que solo 14 se detectaron en adultos
virgenes (Tabla 5). En efecto, el imoneno, acido oleico, acido linoleico y
nonacosano solo se detectaron en adultos experimentados. Asimismo,
2-metil-1,4-benzoquinona  y 2-etil-1,4-benzoquinona se detectaron como
componentes mayoritarios en el perfil quimico de adultos de A. diaperinus, aunque

significativamente mayor en adultos experimentados (Tabla 5, Figura 14).
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Figura 13. Biplot del analisis de componentes principales (PCA) de la matriz
fitrada de sefiales quimicas de corto alcance de adultos de Alphitobius
diaperinus muestra las puntuaciones de PCA y el gréfico de cargas. (A) PC1
vs. PC2, (B) PC2 vs. PC3. Los numeros en la grafica (picos) representan los
compuestos descritos en la Tabla 5. Fexp, hembras experimentadas; Fv,
hembras virgenes; Mexp, machos experimentados, Mv, machos virgenes; Alk,

estandar de alcanos; Hex, hexano; C16, hexadecano; BK, blanco.
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Tabla 5. Cantidad media (ng/insecto £ SD) de sefiales quimicas de corto alcance detectadas en adultos de Alphitobius diaperinus

(Fv, Mv n:4; Fexp, Mexp n:14)

Tiempo de

Masa

Masa

Pico Compuesto quimico nfglr(;?:ld::r caICLﬁlado . retenc_ién tedrica medida ‘J/E)p(:)rr;o)r Fexp Fv Mexp Mv
tr (min) (m/z) (m/z)
1 2-Metil-1,4-benzoquinona C7Hs0, 1015 7.20 123.04406  123.04419 1.06 160.99 +52.81 43.78 +34.95 163.06 + 66.22 44.58 +27.84
2 m-cresol C;HsO 1020 7.28 123.08044 123.08070 211 1.11+£0.73 3.98+1.83 1.12+0.78 1.90 +£2.01
3 Limoneno CioH1s 1030 7.44 81.06988 81.07004 1.97 3.14+£0.95 ND 1.61+0.73 ND
4 2-Etil-1,4-benzoquinona CgHsO> 1109 8.66 137.05971  137.06010 2.85 422.18 £ 93.07 198.99 +83.7 390.17 + 60.86 225.18 + 95.28
2,5-Dimetil-1,4-benzoquinona CsHgO, 1111 8.70 79.05423 79.05423 0.00 2.81+£0.55 0.46 £ 0.82 2.65+0.6 ND
6 Benzotiazol C;HsNS 1233 10.53 136.02155 136.02173 1.32 1.40 £ 0.64 3.06 +2.28 1.91+2.04 2.19+222
7 2-Etil-1,4-hidroquinona CgH100> 1431 13.26 139.07536  139.07574 2.73 7.01+6.23 0.08 + 0.02 6.52 +5.43 0.76 £ 1.39
8 Benzofenona C13H100 1638 15.82 183.08044 183.07999 2.46 0.39 +£0.17 0.71+0.13 0.42+0.21 0.66 + 0.43
9 Acido palmitico C16H320, 1967 19.35 257.24751  257.24814 2.45 299+224 ND 1.58 + 3.62 0.13+£0.15
10 Palmitato de etilo C1sH3602 1973 19.41 239.23694  239.23669 1.04 1.32 +1.03 1.75+1.97 1.44 £1.07 0.86 £ 1.62
11 Unknown C17H320, 2085 20.46 = 237.16347 = 1.36+0.41 2.02+0.12 1.37£0.43 1.39+£0.94
12 Acido oleico C1sH340> 2156 21.13 181.15869 181.15831 2.10 0.1+0.16 ND 0.03 +£0.02 ND
13 Acido linoleico C1sH320> 2168 21.25 263.23694  263.23776 3.12 0.15 + 0.06 ND 0.11 +0.08 ND
14 Docosano CooHas 2203 21.59 131.08548 131.08556 0.61 2.73+1.05 4.35+0.23 2.94+0.6 216+21
15 Unknown C2oHa20, 2253 22.05 - 284.29517 - 1.77 £ 0.69 2.94+£0.89 1.89+0.70 2.35+1.88
16 Unknown Ca3Hs602 2346 22.96 - 315.23309 - 1.41+£0.70 2.55+0.99 1.32+0.69 1.64+1.93
17 Unknown - 2388 23.40 - 193.10112 - 1.54 +0.48 2.37+£0.20 1.45 +0.47 1.71+1.25
18 Heptacosano Cy7Hs6 2700 28.44 71.08553 71.08553 0.00 10.36 £ 5.94 5.27+1.05 8.72+2.47 5.14 +2.10
19 Nonacosano Ca9Heo 2900 34.44 71.08553 71.08542 1.55 4.84 +2.87 ND 4.08 +1.27 ND

* [ndice de retencién (RI) calculado utilizando la columna DB-5MS.

Fexp, hembras experimentadas; Fv, hembras virgenes; Mexp, machos experimentados, Mv, machos virgenes.
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Figura 14. Cromatogramas GC-MS (CI) de sefales quimicas de corto alcance
en adultos de Alphitobius diaperinus segun su sexo y condicion sexual. (A) Fv,
(B) Fexp, (C) Mv, (D) Mexp. Los numeros en la grafica (picos) representan los
compuestos descritos en la Tabla 5. Fexp, hembras experimentadas; Fv,

hembras virgenes; Mexp, machos experimentados, Mv, machos virgenes.
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La similitud del perfil guimico de corto alcance entre los grupos de experiencia
sexual de machos y hembras de A. diaperinus se mostré visualmente
mediante el analisis NMDS (Figura 15), el cual fue coherente con el PCA
graficado (Figura 13). Efectivamente, el analisis PERMANOVA no mostro
diferencias significativas en los perfiles quimicos de corto alcance segun su
sexo (es decir, machos vs. hembras; Pseudo-F,35=0,757; p=0,459), o dentro
de los grupos de experiencia sexual (es decir, entre virgenes, entre adultos
experimentados o ambos p=0,687). Sin embargo, se encontraron diferencias
significativas en los perfiles quimicos de corto alcance segun la experiencia
sexual como factor anidado (Pseudo-F(35=14,399; p<0,001).
Especificamente, el perfil quimico de corto alcance de Fexp es diferente al de
Fv (p<0,01) y Mv (p<0,01), pero no al de Mexp (p>0,05). De manera similar,
el perfil quimico de Fv fue diferente al de Mexp (p<0,01) pero no al de Mv
(p>0,05), mientras que Mexp fue quimicamente diferente al de Mv (p<0,01).
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Figura 15. Escalamiento no multidimensional (NMDS) de sefiales quimicas de
corto alcance de adultos de Alphitobius diaperinus clasificados por sexo y
experiencia sexual. NMDS basada en similitudes de Bray-Curtis (estrés =
0,08036). Fexp, hembras experimentadas; Fv, hembras virgenes; Mexp,

machos experimentados, Mv, machos virgenes.
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iii. ldentificacion de compuestos electrofisiolégicamente activos

La antena de machos de A. diaperinus respondieron a treinta y nueve
seflales quimicas del total de sefiales detectadas en modo positivo
mediante GC-MS (EIl) y GC-FID. Veintiséis compuestos quimicos detectados
por el GC-EAD pertenecian a los alcanos, quinonas, acidos grasos, éster y
terpenos (Tabla 6 y Figura 16). 38 compuestos se detectaron en ambos sexos,
aunqgue en diferentes concentraciones relativas, mientras que solo eicosano

se detectd en Fv (Tabla 6).
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Tabla 6. Compuestos electrofisiolégicamente activos detectados por antenas

de Mexp en Fexp, Fvy Mv de Alphitobius diaperinus

. i Formula RI_GC-FID
Pico Compuesto quimico 1
molecular calculado
El 1,4-Benzoquinona CeH402 916
E2 2—Metil-1,4-benzoquinona C7Hs02 1018
E3 Limoneno CioH1s 1032
E4 2—Etil-1,4-benzoquinona CsHsO2 1111
E5 2,5-Dimetil-1,4-benzoquinona CsHsO2 1124
E6 Unknown - 1425
E7 Palmitato de etilo C18H3602 1994
E8 ™2 Eicosano C20Ha42 2002
E9 Unknown - 2135
E10 Unknown - 2142
Ell Estearato de etilo C20H4002 2194
E12 Docosano C22Has 2202
E13 Unknown - 2410
E14 Hexacosano C26Hs4 2603
E15 Heptacosano Ca7Hse 2706
E16 Unknown - 2744
E1l7 3-Metilheptacosano CasHss 2778
E18 Octacosano Ca2sHss 2804
E19 Metiloctacosano ™3 Ca9He0 2833
E20 2—Metiloctacosano C29He0 2861
E21 3—Metiloctacosano C29Hs0 2870
E22 Nonacosano C29Hs0 2908
E23 Unknown - 2934
E24 Dimetilnonacosano ™ Cs1Hea 2955
E25 3—Metilnonacosano CsoHe2 2982
E26 Triacontano CsoHe2 3005
E27 Metiltriacontano * CaiHea 3032
E28 3—Metiltriacontano CaiHea 3061
E29 Hentriacontano Cs1He4 3104
E30 13—Metilhentriacontano Cs2Hss 3120
E31 Unknown - 3133
E32 Unknown - 3158
E33 13—Metilhentriacontano Ca2Hes 3179
E34 Dotriacontano Ca2Hes 3204
E35 Unknown - 3329
E36 Unknown - 3554
E37 Unknown - 3570
E38 Unknown - 3626
E39 Unknown - 3649

Fexp, hembras experimentadas; Fv, hembras virgenes; Mv, machos virgenes; Mexp, machos

experimentados.

"1 indice de retencion (RI) calculado utilizando la columna DB-5MS.

*2 Compuesto detectado solo en Fv.
*8Mezcla de 10—, 11—, 12—, 13—, y 14—metiloctacosano.

*4Mezcla de 8,12—, 10,14 ,11,15-,12,16— y 13,17—dimetilnonacosano.
*> Mezcla de 11—, 12—, 13—, 14—, y 15—metilriacontano.
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Figura 16. Respuestas de las antenas de Mexp por GC-EAD frente a sefiales
guimicas de Fexp detectadas por GC-FID obtenidas de los extractos de
adultos de Alphitobius diaperinus. Las flechas indican compuestos
electrofisiolégicamente activos. Fexp, hembras experimentadas; Mexp,

machos experimentados.

3.4. Discusiones

Anteriormente investigadores se han enfocado en la composicion quimica de
machos virgenes de A. diaperinus, demostrando la atraccion de estas sefales para
ambos sexos virgenes y desarrollando biotrampas con estas feromonas de
atraccion para capturar esta plaga en ensayos de laboratorio y campo (Bartelt et
al., 2009; Cossé & Zilkowski, 2015; Hassan & Shakir, 2008; Hassemer et al., 2015,
2016; Verschut et al.,, 2019). Sin embargo, en esos estudios no evaluaron la

diferencia de la composicion quimica de los adultos segun factores como sexo y/o
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experiencia sexual, los cuales permiten evaluar y predecir el comportamiento en el
campo de estas plagas, para posteriormente disefiar y desarrollar biotrampas
avanzadas efectivas que permitan su captura (Adamski et al., 2019; Hassan &
Shakir, 2008; Muller & Buchbauer, 2011; Yew & Chung, 2015). En este sentido, los
resultados proporcionan evidencia que sugieren un comportamiento complejo en la
atraccion y apareamiento basado en sefiales olfativas de corto y largo alcance que
se ven afectadas por el sexo y la experiencia sexual en adultos de A. diaperinus.
Especificamente, se demostré que las sefiales quimicas de largo alcance emitidas
por cualquier adulto pueden ser atractivas para otros machos, independientemente
de su sexo y experiencia sexual, a diferencia del atractivo femenino que puede
depender de ambos factores. Ademas, las respuestas conductuales de cépula se
ven afectadas debido al sexo y la experiencia sexual de los adultos, demostrando
que la transformacién de la experiencia sexual lleva a modificar la respuesta de
apareamiento de los adultos a sefiales quimicas de corto alcance. Con respecto a
las sefiales quimicas detectadas, se presumen que existen 28 sefiales quimicas de
largo alcance especificas por sexo y 39 sefales generalizadas que emiten ambos
sexos. Mientras que las 19 sefiales quimicas de corto alcance estan relacionadas
a su experiencia sexual. Finalmente, se demostré que ciertas sefiales de corto
alcance son electrofisiolégicamente activas para los machos, de las cuales su
funcion biolégica se propone por lo ya reportado para adultos de A. diaperinus u
otros coledpteros de la familia de Tenebrionidae como benzoquinonas (reportadas
como feromonas de alarma para esta especie), limoneno (reportado como
feromona de agregacion para esta especie), alcanos, acidos grasos y ésteres
(reportados como feromona de agregacién para otras especies de la familia

Tenebrionidae).

Atraccion de largo alcance para el reconocimiento de pareja

Los resultados demuestran que las sefiales quimicas de largo alcance emitidas por
cualquier adulto pueden ser atractivas para otros machos, independientemente de
Su sexo y experiencia sexual. Hassemer et al. (2016) reportaron que las sefales
qguimicas de largo alcance de Fv no son atractivos para otros Fv o Mv; sin embargo,
los resultados obtenidos demuestran lo contrario, lo cual podria estar asociado a

diferencias en las adaptaciones quimicas entre poblaciones geograficamente
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distantes (Bartelt et al., 2009; Hassemer et al., 2016) o el tiempo de aclimatacion
de 1 h usado en el olfatobmetro durante los ensayos, causando estrés en los adultos
los cuales posiblemente liberarian sefales no atractivas. Una excepcion parece ser
Fexp, cuyas sefiales quimicas no son atractivas para otras hembras, Fv o Fexp,
pero si lo son para los machos, Mv o Mexp. Ello se puede relacionar con las
emisiones de sefiales quimicas de concentraciones distintas, discutidos en el tltimo
apartado. Un fenbmeno bastante similar fue reportado para escarabajos adultos de
Tribolium confusum, en el cual los Mv son atractivos para otros machos, pero no
para las hembras (O’Ceallachain & Ryan, 1977). Estas sefiales olfativas atractivas
emitidas constantemente por los adultos de A. diaperinus pueden estar actuando
presumiblemente tanto como feromonas de agregacion y feromonas sexuales. En
general, se sabe que las feromonas de agregacion de los escarabajos pueden ser
emitidas y atraidas por cualquier sexo (Chen et al., 2014; Fedina & Lewis, 2008;
Kamiya et al., 2015; Vanderbilt et al., 1998). En consecuencia, las sefiales olfativas
atractivas de A. diaperinus, que actian como feromonas de agregacion, parecen
ser liberadas por difusién ya que los adultos utilizados en los experimentos no
recibieron ninguna condicién favorable (por ejemplo, comida) durante su empleo en
los olfatdmetros, lo cual puede promover su emisién. Por lo tanto, los resultados
indican que las sefales olfativas de largo alcance de los adultos de A. diaperinus
funcionan como atrayentes para otros machos, a diferencia del atractivo femenino
que puede depender de ambos factores. Estos resultados evidencian una posible
aplicacion de las sefiales quimicas de largo alcance de ambos sexos como

herramientas quimicas en la manufactura de biotrampas avanzadas.

Evaluacidon cercana de parejas potenciales para el apareamiento

La localizacion de la pareja y la discriminacion sexual en los escarabajos, los
primeros pasos del apareamiento (fase pre-copulatoria), generalmente se asocian
con una combinacion de reconocimiento fisico y quimico por parte de las antenas
y las patas (Crook et al., 2004). Después de la atraccion de una pareja potencial,
los escarabajos muestran un comportamiento antenal (Font & Desfilis, 2003;
Kamiya et al., 2015; Wojcik, 2013) donde se requieren sefales quimicas de corto
alcance (feromonas de contacto) para provocar el apareamiento (Crook et al., 2004;
Geiselhardt, Schmitt, et al., 2009; Qadir et al., 2021; Spikes et al., 2010; Tanigaki et
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al., 2007). En base a las observaciones, se presume que tanto las hembras como
los machos de A. diaperinus emiten sefiales de corto alcance que permiten que el
sexo opuesto reconozca a la pareja durante el contacto. En algunas especies de la
familia Tenebrionidae, una cépula rapida es una estrategia para lidiar con el re-
apareamiento frecuente de las hembras, siendo que los machos pueden tener mas
posibilidades en transferir el espermatoforo durante la copula (Fedina & Lewis,
2008; Font & Desfilis, 2003; Wojcik, 2013). Aunque este comportamiento también
fue mostrado por los machos de A. diaperinus, se esperaba que ellos se aparearan
con cualquier hembra; sin embargo, las respuestas de apareamiento fueron muy
bajas (tiempo de monta y cépula) de Mexp en comparacién con Mv. Por un lado,
se ha reportado que las hembras suelen aparearse varias veces con machos para
seleccionar al mejor candidato, asi los machos posteriores tienen mas posibilidades
de tener éxito (Monceau & van Baaren, 2012; Nahrung & Allen, 2004; Parker, 1979;
Wilson & Tomkins, 2015). Por ello, dado que los Mexp de A. diaperinus ya se han
apareado, presumiblemente en las cajas de crecimiento, estos pueden ser mas
selectivos para aparearse. Sin embargo, no podemos asegurar que su baja
actividad de apareamiento pueda deberse a que ya estaban apareados el dia del
experimento, debido que los Mexp fueron aislados una hora antes de los
experimentos, o tener menos deseo sexual, ya que algunos escarabajos machos
suelen aparearse una vez al dia debido a las limitaciones en la produccién del
esperma (Bell et al., 2007; Fedina & Lewis, 2008; Wojcik, 2013). Por otro lado, a
diferencia del Mexp, el Mv tiene una necesidad natural-sexual de copular (Akinyemi
& Kirk, 2019; Dukas, 2005; Fedina & Lewis, 2008; Jennions & Petrie, 2000); por lo
tanto, se comprende que Mv monte y copule durante mas tiempo con Fvy Fexp en
comparacion con Mexp. Sin embargo, el tiempo de copula puede depender no solo
del comportamiento del macho sino también de la hembra. En efecto, se registro
gue algunas Fexp facilitaron la monta de los machos, lo que acorta el tiempo en las
respuestas de apareamiento. Estas respuestas conductuales diferenciales debidas
al sexo y la experiencia sexual de los adultos también se han registrado en otros
insectos (Dion et al., 2020; Robledo et al., 2018). Por ejemplo, en algunas especies
de Tenebrionidae, los adultos experimentados tienen respuestas conductuales de
apareamiento contrastantes en comparacién con los adultos virgenes debido a

interacciones sociales previas 0 experiencias previas con sefales olfativas
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particulares (Carazo et al., 2004; Dion et al., 2019). En este sentido, los resultados
destacan que la transformacion de la experiencia sexual (es decir, de virgenes a
adultos experimentados) conlleva a modificar la respuesta de apareamiento de los
adultos a sefiales quimicas de corto alcance en A. diaperinus. Finalmente, al final
de la copula se observé un posible comportamiento de apareamiento conocido
como vigilancia post-copulatoria. Se ha reportado que muchos insectos protegen a
la pareja, lo que evita que las hembras se vuelvan a aparear, esto para aumentar
la capacidad del macho en fertilizar los huevos de la hembra (Fedina & Lewis, 2008;
Font & Desfilis, 2003; Kamiya et al.,, 2015; Simmons & Siva-Jothy, 1998). Este
comportamiento observado es util al elaborar una estrategia de conformacion de
las biotrampas en el campo que permita la captura de esta plaga, ver Capitulo 2.
En general, se evidencia que la evolucion de la experiencia sexual genera un
comportamiento de apareamiento distinto de los adultos en funcién de las sefales
quimicas de corto alcance que detectan. Ademas, para describir con precision la
atraccién y el comportamiento de apareamiento de A. diaperinus y el rol de las
sefales olfativas, es necesario identificar sus compuestos quimicos de largo y corto
alcance, es decir, compuestos volatiles y cuticulares, segun los dos factores

evaluados (es decir, sexo y experiencia sexual).

Seflales quimicas de largo y corto alcance de adultos de A. diaperinus y su
funcién bioldgica

En base a los resultados quimicos obtenidos, la diferencia en los perfiles quimicos
de largo alcance entre adultos de A. diaperinus estan relacionadas con su sexo.
Estos resultados se pueden explicar por los compuestos de largo alcance
reportados Unicos por sexo, siendo estos presumiblemente los responsables en la
discriminacion sexual de este sexo. En efecto, se ha demostrado que la variacion
de la composicion feromonal en varias especies de insectos es un factor importante
para el aislamiento reproductivo y especiacion (Heuskin et al., 2014; Nieberding et
al., 2008). Por tanto, considerando los 39 compuestos atractivos generalizados a
los de largo alcance presentes en ambos sexos experimentados, se proponen a los
compuestos Unicos por sexo (26 compuestos para Fexp y 2 para Mexp), como
aguellas sefiales quimicas especificas para la discriminacion sexual. Por otro lado,

segun los resultados quimicos, las diferencias en los perfiles quimicos de corto
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alcance entre adultos de A. diaperinus estan relacionadas con el estado de su
experiencia sexual, pero no con el sexo. Esto se puede explicar por el tiempo de
contacto durante los experimentos de apareamiento, el cual fue similar para Mv y
Mexp, independientemente del sexo de sus parejas. Sin embargo, Mv interactuo
con mas frecuencia en la fase copulatoria (monta y copula) en comparacion con
Mexp, ya sea con hembras o entre ellos (observaciones personales de Calla-
Quispe). En efecto, el comportamiento homosexual se ha registrado en diversas
especies de escarabajos (Biljana Stojkovic et al., 2010; Engel et al., 2015; Yutaka
Iguchi, 1996), por lo tanto, se presume que las sefales quimicas de corto alcance
que provocan el comportamiento sexual deberian estar presentes tanto en machos
como en hembras en estas especies. De esta manera, se presume que las sefales
guimicas de corto alcance asociadas a la experiencia sexual en adultos pueden servir

como una sefial de apareamiento especifica de la especie (Stoffolano et al., 1997).

Con respecto a la funcion biolégica de los compuestos electrofisiolégicamente
detectados por las antenas de machos, 1,4-benzoquinona, 2-metil-1,4-
benzoquinona y 2-etil-1,4-benzoquinona forman parte de las sefiales de defensa
(feromonas de alarma) en adultos de A. diaperinus. Efectivamente, Hassemer et
al., (2016) y Tseng et al., (1971) demostraron que las secreciones defensivas
provenientes de la glandula abdominal de A. diaperinus se liberan en respuesta
directa a cualquier perturbacion y por ambos sexos. Ademas, Hassemer et al.,
(2015) demostraron que las antenas de ambos sexos de A. diaperinus arrojaron
una respuesta electrofisioldgica a las tres benzoquinonas, y la mezcla mostré una
actividad conductual como feromona de alarma para ambos sexos en bioensayos
olfatométricos de cuatro brazos. En este sentido, los resultados demuestran
que los adultos de A. diaperinus desarrollaron una mayor produccion de 2-
metil-1,4-benzoquinona y 2-etil-1,4-benzoquinona como parte de su composicion
quimica de corto alcance, arrojando estds y 1,4-benzoquinona respuestas
electrofisiolégicamente activas en machos experimentados. Ello sugiere que esos
compuestos son secreciones defensivas en adultos de A. diaperinus que ademas
muestra una amplia distribucion como feromonas de alarma en la familia
Tenebrionidae (Attygalle et al., 1991, 2020; Rork & Renner, 2018). Por otro lado,
respecto a las feromonas de agregacion ya reportadas para machos virgenes de

esta especie, su composicion quimica fluctia conforme se estudian poblaciones de

59



distribucion geogréfica distinta (Bartelt et al., 2009; Cossé & Zilkowski, 2015;
Hassemer et al., 2015, 2016; Singh & Johnson, 2012). En base a los resultados
publicados por otros autores, el R-limoneno es una de las sefiales quimicas de largo
alcance electrofisioldgicamente activo, el cual en combinacion con algunas de las
sefiales de respuesta antenal reportada, formaria parte de la composicion de
feromonas de agregacion de adultos de A. diaperinus. Con respecto a los otros
compuestos electrofisiologicamente activos reportados, ciertos alcanos,
metilalcanos y acidos grasos actian como sefiales quimicas atrayentes en
coledpteros de la familia Tenebrionidae (Heuskin et al., 2011; Zhang et al., 2014).
Mientras que m-cresol, forma parte de la composicién de sefales quimicas
precursoras de compuestos de defensa (Attygalle et al., 1991, 2020; Cortez et al.,
2017; Drilling & Dettner, 2010; Rocha et al., 2013). El benzotiazol es un compuesto
antifangico (Luo et al., 2018), se encuentra en la composicion quimica de volatiles
de algunas especies de Erotylidae, Plataspidae y Trogidae (Cortez et al., 2017,
Onnink et al., 2017), ademas es un quimico defensivo de Tritoma bipustulata contra
las hormigas (Drilling & Dettner, 2010) y presenta una actividad tdxica contra T.
castaneum en granjas avicolas (Cui et al., 2020). Por lo tanto, se propone que los
adultos de A. diaperinus secretan este compuesto para protegerse de los
microorganismos presentes en las granjas avicolas (Agabou & Alloui, 2010; Alves
et al., 2004; da Soares et al., 2018; de Las Casas et al., 1972; Goodwin & Waltman,
1996; Hazeleger et al., 2008; Leffer et al., 2010; McAllister et al., 1995; Roche et
al., 2009), asi como para repeler las poblaciones de T. castaneum que cohabitan
con adultos de A. diaperinus en granjas avicolas. En general, el andlisis del perfil
qguimico de adultos en funcion de los factores de sexo y experiencia sexual permite
corroborar los resultados obtenidos en ensayos de atraccion y copula. Por un lado,
se determiné la presencia de sefiales quimicas de largo alcance especificas por
sexo y sefales quimicas generalizadas que emiten ambos sexos. Mientras que las
sefales quimicas de corto alcance estan relacionadas a su experiencia sexual.
Finalmente, se identificaron que ciertas sefales de corto alcance son
electrofisiolégicamente activas, confirmando las funciones biolégicas vya
demostradas para esos compuestos en adultos de A. diaperinus de distribucién

geografica distinta y otros coledpteros de Tenebrionidae.
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4. Capitulo 2. Disefio de trampas avanzadas

4.1. Evaluacion de criterios para el disefio y desarrollo de biotrampas

avanzadas

Los semioquimicos son compuestos quimicos implicados en la comunicaciéon entre
seres vivos. Debido a esta funcion son Utiles para manejar el comportamiento de las
plagas agricolas. En el caso de plaga de insectos, la implementacion de las biotrampas
en campo permite: (i) detectar la plaga y eliminarla de la zona, (ii) establecer periodos
de emergencia de adultos y su distribucién en la zona y (iii) evaluar la abundancia de
la poblacion para una posterior optimizacion de su control (Adamski et al., 2019;
Jiménez Martinez, 2009; Vacas Gonzalez, 2011; Yew & Chung, 2015).

4.1.1. Estrategias de control

En la implementacién de las biotrampas en campo principalmente se utilizan
cuatro estrategias de control que se describen a continuacion (Adamski et al.,
2019; Alvarez Costa, 2019; Tewari et al., 2014; Vacas et al., 2009, 2012; Yew
& Chung, 2015).

i. Captura masiva por atraccion (sistemas “pull”)

La captura o trampeo masivos se basa en usar numerosas biotrampas por
hectarea a desinfectar, para asi atraer la plaga a alguna biotrampa usando
una herramienta quimica (por ejemplo, sefales atrayentes de agregacion u
oviposicion o sefiales sexuales). Las ventajas que presentan son por ser
altamente selectivos por el componente feromonal especifico de la plaga a
controlar y eficaces por la captura de ambos sexos o preferentemente alguno
de ellos. Sin embargo, las desventajas que prevalecen son por ser altamente
costosas, debido a la necesidad de usar numerosas biotrampas en campo y
la posible saturacion de las herramientas quimicas por la captura de adultos

en las biotrampas por tanto comportamiento criptico de la plaga no capturada.
ii. Repulsion y atraccion (sistemas “push-pull”)

Esta estrategia consiste en dirigir los insectos mediante biotrampas push con
herramientas repelentes hacia biotrampas pull con herramientas atractivas

para asi controlar su distribucion y abundancia en el campo.

61



iii.Atraccién y muerte o infeccion

En la estrategia de atraer y matar se requiere de dos herramientas quimicas
dentro de biotrampas por separado, una sefial atrayente que permita atraer la
plaga hacia las biotrampas y en la otra, una sefial toxica como el insecticida
gue mate a los insectos atrapados o un agente infeccioso que convierta a la
plaga en un vector infeccioso para su poblacién al salir de la biotrampa. La
ventaja de esta estrategia es que permite atraer y desinfectar a corto (mata
inmediatamente) o largo plazo (infecta a su poblacion al ser un vector
infeccioso) la zona de la plaga capturada. Sin embargo, la desventaja que
presenta es disefiar una conformacion ideal de las herramientas quimicas que
permita usar una sefial toxica, pero ésta de por si presenta desventajas de
toxicidad hacia las aves frente al uso de semioquimicos ademas que requieren

de condiciones ambientales (temperatura y humedad) estables en campo.
iv.Confusion sexual

Esta estrategia se basa en usar como herramienta quimica altas
concentraciones de sefales sexuales, con el fin de reducir, inhibir y/o retrasar
la copula entre hembra y macho al interferir en la comunicacién quimica, y por
tanto prevenir la reproduccion de la plaga. La principal desventaja es
encontrar la concentracibn O6ptima que permita no desarrollar un

comportamiento criptico del sexo a capturar.

La implementacion de cualquier estrategia mencionada requiere de un estudio
previo de los factores ambientales (temperatura, humedad, iluminacién, entre
otros) y del comportamiento de la plaga en campo para asi optimizar los
parametros de liberacion controlada y concentracién de las herramientas

guimicas.

4.1.2. Dispositivos emisores

Dependiendo de la estrategia a usar en el control de la plaga, se requiere de
un determinado dispositivo que libere de manera controlada las herramientas
guimicas de la biotrampa (Athanassiou et al., 2009; Bradley et al., 1995;
Dominguez-Ruiz et al., 2008; McDonough, 1997; Mufioz-Pallares et al., 2001).

En este sentido, el disefio de estos dispositivos emisores depende de:
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i. Naturaleza del dispositivo

Los dispositivos que se desarrollan y comercializan se pueden distinguir como
dispositivos de matriz solida impregnados con las herramientas quimicas, con
reservorios para las herramientas quimicas o con formulaciones liquidas a
pulverizar en un tiempo determinado (Heuskin et al. 2011). En la fabricacion de
dispositivos de matriz so6lida se emplea polimeros por su costo reducido y
facilidad de procesamiento. Por ejemplo: tubos de polietileno, cloruro de
polivinilo u otro polimero en forma de espiral, p. €j. Isomate®, NoMate CM®
Spiral (Tomaszewska et al., 2005); bolsitas de polietileno (Torr et al., 1997);
viales de polietileno (Johansson et al., 2001; Zhang et al., 2014); membranas
(materiales que permiten la liberacidbn controlada por sus paredes
semipermeables, p. ej. CheckMate® CM-XL; Welter et al., 2005); peliculas de
polimero adsorbente (contiene la feromona, cubierta por ambos lados con
laminas de plastico semipermeables); septa de goma, caucho o silicona
(permite la retencion vy liberacion de las feromonas, Heuskin et al., (2011);
Kuenen & Siegel (2015); McDonough (1991)); fibras huecas o microcapsulas
(micropoliméros con feromonas adsorbidas; Golub et al., (1983)); matrices
dispensadoras tipo gel (Atterholt et al., 1999); entre otros (Heuskin et al., 2011).

ii. Cinética de emision

Las herramientas quimicas se deben liberar controladamente a una tasa
requerida para el control de la plaga. Para ello, la velocidad de emision ideal
de las herramientas quimicas tiene que ser constante o evitando que la tasa
de liberacion disminuya con el tiempo, las cuales pueden variar dias o
semanas dependiendo de los factores ambientales, dispositivo, la capacidad

de liberacion y las propiedades quimicas de las feromonas (Tomaszewska et
al., 2005; Welter et al., 2005).

iii.Factores ambientales

La emision de las herramientas quimicas depende en gran medida de los
factores ambientales (temperatura, humedad, iluminacién, velocidad del
viento, entre otros) de la plaga en el campo a desinfectar. Dependiendo cuales

sean los parametros ambientales, la emisibn se debe adaptar a las
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4.2.

necesidades que requieren las herramientas quimicas para ser estables y
eficientes en el control de la plaga.

La implementacién de cualquier estrategia mencionada requiere de un estudio
previo de los factores ambientales (temperatura, humedad, iluminacién, entre
otros) y del comportamiento de la plaga en campo para asi optimizar los
parametros de liberacion controlada y concentracion de las herramientas
guimicas. Sin embargo, de los dispositivos mas rentables y mayormente
empleados en control de plaga se encuentran las septa de caucho (Heuskin
et al., 2011; Mweresa et al., 2020; Valverde Rodriguez & Curkovic Sekul,
2021).

Revision de métodos basados en semioquimicos para el control de A.

diaperinus
4.2.1. Estrategias de atraccién (sistemas “pull”)

Bartelt et al. (2009) realizaron ensayos en campo con sistemas de atraccion,
usando volatiles de Mv ((E)-B-ocimeno, (R)-(+)-dauceno, 2-nonanona, (S)-
(+)-linalool y (R)-(+)-limoneno) como herramientas de atraccion, para el
control de adultos de A. diaperinus en granjas avicolas, ver Figura 17. La
mezcla de estas sefiales quimicas de largo alcance demostré ser atractiva,
permitiendo la captura de adultos. Sin embargo, no demostraron si se necesita
del conjunto de sefiales para que actien como feromonas de agregacion o
solo alguna de ellas. Posteriormente, Singh & Jhonson (2012) confirmaron los
resultados ya obtenidos mediante ensayos en campo (Figura 17) confirmando
gue la mezcla de las 5 sefiales quimicas atrae a adultos y larvas de A.
diaperinus, permitiendo su captura en las biotrampas. Ademas, ellos
demostraron en ensayos de laboratorio que de la produccion de volatiles de
My, linalool y (R)-(+)-limoneno no mostraron una atraccién en adultos y larvas
de A. diaperinus, respecto al control. Ello sugirié que solo la mezcla de (E)-B-
ocimeno, (R)-(+)-dauceno, 2-nonanona Yy (S)-(+)-linalool actian como
feromonas de agregacion. Asimismo, sefialaron que la mezcla de las 5
sefales quimicas con estiércol fresco de aves aumenta la atraccion de adultos

y larvas de A. diaperinus en ensayos de laboratorio. Con el tiempo, Cossé &
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Zilkowski (2015) confirmaron, mediante ensayos en laboratorio, que solo la
mezcla de (E)-B-ocimeno, (R)-(+)-dauceno, 2-nonanona y (S)-(+)-linalool son
necesarios para que adultos de A. diaperinus exhiban un comportamiento de

atraccion.
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Figura 17. Conformacién “pull” de las biotrampas en campo para el control de
Alphitobius diaperinus. (A) Posiciones de las biotrampas a lo largo de la granja. (B)
Disefio de la biotrampa. Adaptado de Bartelt et al. (2009), Singh & Jhonson (2012).

Asimismo, Hassemer et al., (2019) demostraron a través de ensayos en
campo que el uso de sistemas de atraccion, usando feromonas de agregacion
((R)-limoneno, 2-nonanona, (E)-ocimeno, (S)-linalool, (R)-dauceno y (E,E)-a-
farneseno) como herramientas de atraccion, permite la desinfeccion de
adultos de A. diaperinus en granjas avicolas, ver Figura 18. Ellos demostraron
gue estas biotrampas atractivas permitia la captura de adultos de ambos
sexos a comparacion con trampas control en granjas a diferentes condiciones
de temperatura, aunque mostraron que no hay una preferencia de alguno de

los sexos por las biotrampas atractivas. Asimismo, mostraron que cuando se
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combina este sistema con un método fisico previo (limpieza de las camas) el
namero de insectos en las granjas disminuye, sin embargo, las biotrampas

mantienen su propadsito de captura.
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Figura 18. Conformacion “pull” y “push-pull” de las biotrampas en campo para el
control de Alphitobius diaperinus. (A) Posiciones de las biotrampas a lo largo de la

granja. (B) Disefio de la biotrampa. Adaptado de Hassemer et al. (2019).

4.2.2. Estrategias de repulsion y atraccion (sistemas “push-pull”)

Hassemer et al. (2019) realizaron ensayos en campo aplicando sistemas de
repulsion y atraccion, usando feromonas de alarma (1,4-benzoquinona, 2-
metil-1,4-benzoquinona y 2-etil-1,4-benzoquinona) como herramientas
repelentes y feromonas de agregacion ((R)-limoneno, 2-nonanona, (E)-
ocimeno, (S)-linalool, (R)-dauceno y (E,E)-a-farneseno) como herramientas
guimicas de atraccion, ver Figura 18. Ellos demostraron que este sistema
permite una mayor captura de adultos a comparacion que el sistema “pull”,

ver sec. 4.2.1. Efectivamente, las biotrampas con repelentes direccionaron a
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los adultos hacia las biotrampas de atraccion aledafias, permitiendo la captura
de ellas, aunque mostraron que no hay una preferencia en la captura de
alguno de los sexos. Sin embargo, mostraron que los adultos cayeron en
mayor proporcién en trampas control de este sistema respecto a trampas
control de sistemas de atraccion, revelando un comportamiento criptico de los
adultos, ya que al sentir esas sefiales de alarma ellos muestran una respuesta
de huida y se alojan en cualquier deposito aledafio, aunque significativamente

mas en biotrampas de atraccion que trampas control.
4.2.3. Estrategias de atraccion e infeccion

Hassemer et al. (2020) realizaron ensayos en campo aplicando sistemas de
atraccion e infeccion, usando microorganismos entomopatégenos (hongos
Beauveria bassiana) como agentes de infeccion y feromonas de agregacién
((R)-limoneno, 2-nonanona, (E)-ocimeno, (S)-linalool, (R)-dauceno y (E,E)-a-
farneseno) como herramientas quimicas de atraccion, ver Figura 19. Ellos
demostraron que estas biotrampas eran inocuas para los animales y
respetuosas con el medio ambiente en comparacion con los insecticidas
usados rutinariamente. En efecto, B. bassiana es un hongo entomopatégeno
de amplio rango de insectos. Por tanto, posee un gran potencial como control
bioldgico, ocasionando altas tasas de mortalidad en larvas y adultos. Sin
embargo, la accion de estos hongos entomopatégenos es lenta, necesitando
condiciones ambientales estables para mantener su viabilidad vy
patogenicidad, las cuales son dificiles de mantener en campo como lo
demostrado por Alexandre et al. (2006), Alves et al. (2004), Rezende et al.
(2009) y Rohde et al. (2006) en ensayos de laboratorio usando hongos B.
bassiana, Cladosporium sp., Metarhizium anisopliae y Trichoderma sp. sobre

larva y adultos de A. diaperinus.
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Figura 19. Conformacion de las biotrampas de atraccion e infeccion en campo para el
control de Alphitobius diaperinus. (A) Posiciones de las biotrampas a lo largo de la

granja. (B) Disefio de la biotrampa. Adaptado de Hassemer et al. (2020).

Por otro lado, (Alves et al. (2004), Alves et al. (2005) y Alves et al. (2012)
reportaron en ensayos de laboratorio que los nematodos Steinernema glaseri,
S. carpocapsae, S. arenarium y Heterorhabditis sp. actian como patégenos
preferentemente ante larvas que adultos de A. diaperinus. Sin embargo, la
mortalidad de esta plaga decrece al aumentar la temperatura a 30 °C, lo cual
afectaria su posible aplicacion en campo debido que las condiciones de
crecimiento de las aves son en promedio superior a esa temperatura. Por ello,
la aplicacion de solo esta estrategia en campo es inviable, pero posiblemente
la combinacién con algun método fisico ayude con el control de esta plaga en

su estado pupal y larval.

En general, estos estudios demuestran que la composiciéon feromonal de A.

diaperinus varia con respecto a la distribucion geografica que presenta. Ademas,

gue las feromonas de agregacion (sefiales quimicas de largo alcance de Mv) son

Utiles como herramientas quimicas en sistemas de atraccion para la captura de

larva y adultos de A. diaperinus, mientras que las feromonas de alarma (sefales

guimicas de glandulas abdominales de ambos sexos) actian como herramientas

quimicas en sistemas de repulsion. Por tanto, su aplicacion en campo como

herramientas quimicas en biotrampas depende de la composicion de la mezcla
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feromonal, conformacién de las biotrampas y condiciones de ambientales y fisicas
que presenten los galpones. Por otro lado, aunque las estrategias de atraccion e
infeccion muestren Optimos resultados, su aplicacion en campo demanda de un

control de las condiciones ambientales.

4.3. Métodos de control existentes en el mercado para el control de A.

diaperinus en galpones

Los métodos usados para la desinfeccion de la plaga de A. diaperinus es mediante
la aplicacién periddica de métodos fisicos y uso de insecticidas al realizar una
limpieza de las camas en la produccion de aves. Sin embargo, existen productos
alternativos como “DARWIN 250” o “DARWIN 2500” que contiene nematodos del
género Steinernema sp. que permiten la desinfeccion de A. diaperinus al infectarlos
y matarlos mediante la aplicacion de este producto por toda la cama en los galpones
(Control Bio, 2022a). Sin embargo, sus desventajas ya fueron detalladas en la
sec. 4.2.3. Asimismo, la misma empresa Control Bio promocionan “TENEDROP ®”
una trampa fisica para la captura de A. diaperinus, la cual se debe activar con
insectos previamente capturados y colocados en el interior de la trampa
(Control Bio, 2022b). Aunque, el disefio de la trampa fisica permita que los insectos
gueden atrapados en el interior de la trampa, la insercién de insectos hembra o
machos, sin un estudio previo de la concentracién y funcion de su composicion
feromonal, no garantiza el efecto atractivo de la trampa y por tanto la captura de A.
diaperinus en los galpones. Por otro lado, se comercializa “CAPT 7” una trampa
fisica que contiene en su interior un polvo atrayente que actlia como feromona de
agregacion, permitiendo la captura de adultos y larvas de A. diaperinus en los
galpones (CAPT 7, 2016). Sin embargo, el disefio ovalado de la trampa (Figura 20)
es incongruente con el tamafo de los adultos (entre 5-8 mm de largo y 2,5-4 mm
de ancho). Sus orificios son de 1 cm de diametro mas grande que el tamafo del
insecto. Por tanto, las desventajas que presenta su uso son: (i) los insectos podrian
escapar facilmente del interior, (i) se puede desperdiciar el polvo atractor ya que
solo esta esparcido en su interior y (iii) aun cuando los insectos queden atrapados,
estos se pueden estresar debido al continuo movimiento de la trampa por el galpon.

Por tanto, las herramientas quimicas en su interior se pueden apantallar por las
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sefales de alarma que emitan los insectos atrapados, resultando en una trampa no

apta en la captura de esta plaga.

Figura 20. Trampa “CAPT 7” actuando como sistema de atraccion para el control
de Alphitobius diaperinus en granjas avicolas. Tomado de (CAPT 7, 2016).

4.4. Disefio de biotrampas avanzadas

De acuerdo al estudio bibliogréfico realizado y evaluando las trampas fisicas
existentes en el mercado para plagas de A. diaperinus u otros colebpteros, se
determind que el disefio de la trampa fisica debe contar con (i) una abertura superior
o inferior no mayor al tamafio del insecto (entre 5-8 mm de largo y 2,5-4 mm de
ancho), (ii) permitir el ingreso del insecto mediante una superficie exterior rugosa,
pero no permitir su salida usando una superficie interior lisa, (iii) un compartimiento
interior que permita colocar un septo de caucho a usar como dispositivo emisor de
las herramientas quimicas y (iv) el material de la trampa fisica tiene que ser
resistente, reutilizable, facil de armar y desarmar, para la evaluacion posterior de la
validacion de las trampas. Evaluando estas condiciones, se escogié la trampa
“Xlure MST” disponible en el mercado por las caracteristicas fisicas que presenta y
para facilitar su manufactura, ver Figura 21 (Hassan & Shakir, 2008; JF Oakes,
2022). Ademas, que se han estudiado su aplicacion en plagas de grano como las
especies de escarabajos T. castaneum, T. confusum, Lasioderma serricorne,
Trogoderma granarium, T. variable, Oryzaephilus mercator, O. surinamensis,
Sitophilus granaries, S. oryzae y Stegobium paniceum (Hassan & Al-zaidi 2008). En
efecto, esta trampa permite la captura de un amplio espectro de insectos, y debido
a su disefo, la base de la trampa, donde quedaran atrapados los insectos, esta
separado del cuerpo exterior de la trampa fisica por donde ingresaran los insectos,
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lo que permite poder usarla para otras plagas de escarabajos incorporando el septo

con las herramientas quimicas a usar.

Lado rugoso,
ingreso del
insecto

< Lado liso, caida
" — del insecto

Figura 21. Imagenes de la trampa XLURE disponible en el mercado. (A) Parte

superior, (B) base removible y (C) vista frontal de la trampa. Adaptado de JF Oakes
(2022).

En el presente trabajo de tesis, las trampas fisicas se disefiaron basandose en las
caracteristicas optimas descritas anteriormente. Para ello, se uso la parte superior
de la trampa fisica Xlure MST, las medidas se muestran en la Figura 22. En cada
trampa se coloco, en la parte superior interna, un septo de caucho (8 mm, Sigma-
Aldrich), el cual estaria impregnado posteriormente con herramientas quimicas de
largo alcance de adultos de A. diaperinus. Este septo se sujeté con una aguja de
jeringa (14G x 2”) por uno de los espacios superiores abiertos. En la base de la
trampa se colocé una placa Petri de 13 cm de diametro, el cual permitiria contener
la captura de los insectos, ver Figura 23. La parte superior de la trampa fisica Xlure
MST esta disefiada de tal forma que mantiene un espacio de 5 mm entre dos
compartimientos (rugoso y liso), lo suficiente para permitir que los insectos ingresen
y queden atrapados en ella. Antes de la manufactura y validacién de las biotrampas,
las trampas fisicas se probaron en el laboratorio para determinar si los adultos
podrian escapar después de caer en ellas. Para ello, se colocaron 100 insectos
dentro de una trampa fisica, la cual estaba ubicada dentro la cama de los adultos
experimentados (n = 3). Después de 24 h, se contaron los insectos y ninguno habia

escapado.
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Figura 22. Dibujo mecanico de la trampa XLURE
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Figura 23. Disefio de la trampa fisica para la captura de Alphitobius diaperinus. (A)
Vista superior e (B) inferior de la trampa fisica. (C) Esquema del ingreso y captura
de la plaga.
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5.Capitulo 3. Manufactura y validacion en laboratorio de biotrampas

avanzadas para el control de Alphitobius diaperinus

5.1. Introducciéon

Entre las plagas de insectos existentes en la Industria avicola, los escarabajos A.
diaperinus son una de las plagas més importantes a nivel mundial (Adamski et al.,
2019; Denux & Zagatti, 2010). Existen dos sistemas comunmente usados en campo
para el control de esta plaga, mediante la implementacion de biotrampas usando
semioquimicos para el control de plagas agricolas. Las estrategias de atraccion
implementan herramientas quimicas de atraccion (por ejemplo, feromonas de
agregacion o sexuales) en el interior de trampas fisicas, influenciando asi la
atracciéon de los adultos hacia las trampas y su posterior captura (Cossé &
Zilkowski, 2015; Hassemer et al.,, 2019, 2020; Singh & Johnson, 2012).
Adicionalmente, existen otras estrategias que usan herramientas quimicas
repelentes (por ejemplo, feromonas de alarma), esto permite manipular la ubicacién
de los insectos alejandolos de zonas como los comederos de las aves, debido a
gue los estimulos repelentes causan un empuje de los insectos direccionandolos a
otro rumbo. En algunas ocasionas estas estrategias se pueden combinar para
maximizar la captura de las plagas (Bhattacharyya, 2017; Cook et al., 2007,
Hassemer et al., 2018, 2019, 2020; Khan et al., 2010; Lindgren & Borden, 2011).

Aungue en los ultimos afios, se ha propuesto métodos bioldgicos alternativos al
método quimico mediante el uso de insecticidas para el control de la plaga de A.
diaperinus, se ha demostrado que los métodos quimicos alternativos, como son los
semioquimicos, son los mas eficientes para controlar la poblacion de insectos.
Debido a que la insercion de patogenos (hongos o nematodos) en las granjas
avicolas - métodos biologicos - puede ser contraproducente en mejorar la calidad
sanitaria de estas (Alexandre et al., 2006; Alves et al., 2004; Alves et al., 2005;
Hassemer et al., 2020; Rezende et al., 2009; Rohde et al., 2006). Por otro lado, la
aplicacion de semioquimicos como herramientas quimicas para la fabricacion de
biotrampas ha demostrado ser una herramienta efectiva para controlar la poblacién
de insectos en el galpén. Sin embargo, su implementacién necesita mas estudios
debido al comportamiento criptico de los insectos. Por ejemplo, los insectos adultos

de una zona geogréafica determinada pueden emitir diferentes sefales quimicas
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dependiendo del tipo de dieta, las condiciones ambientales de crecimiento, entre
otros factores (Bartelt et al., 2009; Cossé & Zilkowski, 2015; Crippen & Esquivel,
2012; Ferveur, 2005; Hassemer et al., 2016, 2019; Rumbos et al., 2019; Singh &
Johnson, 2012; Yew & Chung, 2015), por lo que la transferencia de esta tecnologia

de una zona geografica a otra puede ser poco factible.

El objetivo de este capitulo fue (i) evaluar el potencial de las sefales quimicas de
largo alcance de adultos experimentados como herramientas quimicas de atraccion
en biotrampas avanzadas, ademas de (ii) verificar su uso en sistemas de atraccion

en laboratorio.

5.2. Metodologia
5.2.1. Criade insectos

Los escarabajos adultos experimentados de A. diaperinus colectados se
mantuvieron a las mismas condiciones controladas de crecimiento (30 °C,
50% HR) como lo descrito en el Capitulo 1, sec. 3.2.1. Todos los ensayos
descritos a continuacion se realizaron bajo condiciones controladas (30 °C,

50% HR) y durante la actividad de apareamiento, ver Capitulo 1.
5.2.2. Colecta de herramientas quimicas

Previo al uso de las trampas disefiadas se procedi6 a verificar si las sefiales
guimicas de largo alcance identificadas en el Capitulo 1 serian funcionales
como herramientas atractivas que permitan la captura de adultos en las
biotrampas, debido a que se demostr6 que estas sefiales emitidas por
cualquier adulto pueden ser atractivas para otros machos,
independientemente de su sexo y experiencia sexual, a diferencia del atractivo

femenino que puede depender de ambos factores.

Para ello, adultos experimentados de cada sexo fueron acondicionados en
camaras de vidrio por 4h. Pasado el tiempo de acondicionamiento, los volatiles
fueron colectados por 3 min, activando la bomba eléctrica para impulsar el flujo
de aire dentro de las camaras a una velocidad constante de 0,3 L/min a través
de filtros de carbon activado (malla 20—40, Sigma-Aldrich). Los volatiles (VOC)

liberados de los adultos en las camaras fueron atrapados en filtros
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adsorbentes conteniendo una mixtura de 5 mg de Tenax TA (malla 60-80,
Sigma-Aldrich) y 5 mg de Carbotrap B (malla 20-40, Sigma-Aldrich). Cada
filtro se eluyo con 300 pL de hexano en un vial de vidrio para remover los
compuestos quimicos que fueron adsorbidos. Luego, los volatiles recuperados
se concentraron a 20 pL usando una corriente suave de nitrogeno y se
almacenaron a -20 °C para su posterior ensayo. Las muestras control se
obtuvieron bajo las mismas condiciones descritas anteriormente, pero sin

colocar adultos en el interior de las camaras de vidrio.

Una vez confirmado la efectividad del extracto quimico que contiene las
sefales quimicas de largo alcance de A. diaperinus (ver sec. 5.2.3.), se utilizé
este mismo extracto para la manufactura de las biotrampas, siguiendo el
disefio presentado en el Capitulo 2, sec. 4.4. Para ello, veinte, cincuenta y cien
adultos experimentados de cada sexo fueron acondicionados en camaras de
vidrio por 4 h. Las muestras C se realizaron en las mismas condiciones
descritas anteriormente. Pasado el tiempo de acondicionamiento, los volatiles
fueron colectados, concentrados y almacenados para su posterior ensayo

usando la misma metodologia descrita anteriormente.

5.2.3. Verificacion de herramientas quimicas mediante ensayos
olfatométricos

Para verificar la actividad atrayente del extracto quimico, se us6 un
olfatbmetro de tubo en Y (tubo de vidrio de 8 mm de diametro, 10 cm de
longitud del tronco seguido de dos brazos de 5 cm de longitud) para probar el
atractivo de las sefiales quimicas emitidas por machos y hembras
experimentados. Cada brazo de tubo en Y se conecto a un tubo de vidrio (1
cm de diametro y 15 cm de longitud). Uno de los tubos de vidrio contenia uno
de los siguientes tratamientos: (i) VOC de 20 Fexp o (ii) VOC de 20 Mexp;
mientras que el otro tubo quedo vacio para ser utilizado como control. Se
coloco un individuo perteneciente a una de las cuatro categorias (Fv, Fexp,
Mv, Mexp) dentro del tronco del olfatbmetro. Luego se activd la bomba
eléctrica para impulsar el flujo de aire dentro del olfatbmetro a una velocidad

constante de 0,3 L/min a través de filtros de carbdén activado (malla 20-40,
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Sigma-Aldrich). La respuesta se registrd por un tiempo de 5 minutos y se
consideré finalizada cuando el escarabajo ingresé totalmente al brazo de
tratamiento o control. Se realizaron al menos 30 repeticiones por cada
tratamiento. Después de cada prueba, se giré 180° todo el olfatdbmetro para
evitar efectos de iluminacion y posicion. Todos los escarabajos probados se
usaron solo una vez, mientras que los escarabajos dentro de las camaras se
les permiti6 aclimatarse durante 1 h antes de las pruebas para evitar la
produccion de posibles compuestos poco atractivos (por ejemplo, feromonas
de disuasion o alarma). Todos los ensayos se realizaron en el pico de la
actividad de apareamiento de los escarabajos en funcion su ritmo circadiano.
Las respuestas de los adultos de A. diaperinus frente a los tratamientos se
analizaron mediante prueba binomial (50 % de probabilidad de seleccionar
cada brazo), realizadas con el paquete stats del software R, version 3.6.1 (R
Core Team, 2017).

5.2.4. Validacién de las biotrampas avanzadas

Previo a cada experimento, se realizé un censo para determinar las tasas de
hembras y machos adultos dentro de la poblacion de insectos
experimentados. Para esto se colectaron 5 muestras de 20 adultos, y se
calculo la distribucion de hembras y machos en las camas. Las poblaciones
censadas de insectos adultos experimentados (Fexp y Mexp) se aislaron en
placas Petri 24 h previo al ensayo. Es preciso mencionar, que en la
manufactura de las biotrampas no se enfocé en un sistema de atraccion con
herramientas quimicas de adultos virgenes, porque la condicion sexual del
adulto en campo rapidamente trasciende. Por tanto, se consideré que no
tendria éxito esas biotrampas a no ser que se coloquen cercanas a los puntos

de reproduccion de estos insectos en campo.

Como se describio en el Capitulo 2, sec. 4.2.1., los sistemas de atraccién “pull”
consisten en utilizar semioquimicos de atracciébn para que los insectos
ingresen a una biotrampa de la cual no puedan salir. Primero se realizaron
experimentos en laboratorio para evaluar la eficacia de la biotrampa para
atraer poblaciones de adultos experimentados de A. diaperinus. Para ello, los

ensayos se realizaron en cajas de plastico (74 x 35 x 20 cm) cubiertas con
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telas de polipropileno (malla de 2 mm) para permitir el intercambio de aire, las
cuales se mantuvieron en una camara de clima controlado (Memmert
HPP750, Memmert GmbH, Schwabach, Alemania) bajo condiciones
controladas (fotofase, 30 °C, 50% HR), para evitar que variables adicionales
como temperatura y humedad afecten la interpretacién de los resultados. En
esquinas opuestas del interior de las cajas se colocaron una trampa control
(C) y una biotrampa, ambas con septa de caucho (8 mm, Sigma-Aldrich) en
su interior, armadas como lo descrito en el Capitulo 2, sec. 4.2.1. La septa en
la trampa control contenia la muestra control obtenida como lo descrito en
la sec. 5.2.2., mientras que la septa en la biotrampa contenia uno de los
siguientes tratamientos obtenidos como lo descrito en la sec. 5.2.2.: (i)
VOC-0,1 EQ (Fexp), (i) VOC-0,1 EQ (Mexp), (iii) VOC-12 EQ (Fexp) o (iv)
VOC-12 EQ (Mexp). El numero de equivalentes (EQ) de VOC de insectos
colocados en el septo se calculé comparado los volatiles extraidos con los
volatiles que emiten los insectos en la caja de plastico, ver Tabla 7. En cada
ensayo, la posicion de las biotrampas se cambidé de manera aleatoria a una
de las cuatro esquinas de la caja para evitar efectos de iluminacion y posicién.
Después de impregnar los septos con uno de los tratamientos, se evaporo el
solvente aproximadamente por 1 min usando una corriente suave de

nitrégeno, ver Figura 24.

Tabla 7. Parametros usados en la colecta de herramientas quimicas y

validacion de biotrampas

NUmero de insectos usados en

la extraccion de volatiles (VOC) 60 100 60
textraccion (h) de VOC 4 4 4
Numgro_de insectos en la caja 100 100 20

de plastico

te.nsayo (h) de validacion de las 24 1 L
biotrampas

Numero de equivalentes (EQ) 0,1 EQ 4 EQ 12 EQ
Caodigo de la muestra VOC-0,1 EQ VOC-4EQ VOC-12EQ
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Figura 24. Disefo de la distribucién de biotrampas en sistemas de atraccion
“pull” en la caja de plastico y rotacion de las posiciones de las biotrampas. C:
trampa control. T: biotrampa con VOC-0,1 EQ (Fexp); VOC-0,1 EQ (Mexp);
VOC-12 EQ (Fexp); VOC-12 EQ (Mexp); VOC—-4 EQ (Mexp); VOC-[0,1 EQ
(Fexp) + 0,1 EQ (Mexp)] o VOC—[12 EQ (Fexp) + 12 EQ (Mexp)]. Fexp,

hembras experimentadas; Mexp, machos experimentados.

El experimento inicié al colocar en el centro de la caja de plastico 100 adultos
experimentados de A. diaperinus y finalizé 1h después. Finalizado el ensayo,
se contabilizé y sexaron los insectos atrapados en las biotrampas, ver Figura
25. Se realizaron al menos 6 repeticiones por cada tratamiento. Todos los
escarabajos probados se usaron solo una vez. Todos los ensayos se
realizaron en el pico de la actividad de apareamiento de los escarabajos, de
acuerdo al Capitulo 1, sec. 3.2.1. Finalmente, para facilitar la comparacion
entre los diferentes experimentos, el nimero de adultos atrapados en cada
trampa se estandarizé utilizando una escala de porcentaje (es decir, el nGmero
total de adultos atrapados en ambas trampas se transformo en 100%). Las
diferencias en el porcentaje de adultos atrapados en cada trampa, entre todos
los tratamientos probados, se compararon realizando pruebas Kruskal-Wallis
no paramétricas. Ademas, se llevaron a cabo comparaciones por pares
mediante pruebas de Mann-Whitney-U seguidas de correcciones de
Bonferroni. Todos los andlisis se realizaron utilizando los paquetes stats (R
Core Team, 2017) en R.
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Figura 25. Adultos experimentados atrapados en las biotrampas después de
los ensayos de su validacion. Vista inferior (A, sin placa Petri; B, con Placa

Petri en la base) y (C) superior de la biotrampa.

Posteriormente, las concentraciones de las herramientas quimicas a utilizar
se optimizaron de manera individual. Para ello se realizaron experimentos
siguiendo la conformacion de la Figura 24, colocando dentro de las biotrampas
una septa con VOC—4 EQ (Mexp), VOC-[0,1 EQ (Fexp) + 0,1 EQ (Mexp)] o
VOC—[12 EQ (Fexp) + 12 EQ (Mexp)]. Estos experimentos finalizaron 1 h
después de iniciado el ensayo. Luego se contabilizé y sexaron los insectos
atrapados de manera similar a lo realizado anteriormente.

Subsecuentemente, se modifico6 el experimento anterior para evaluar el
posible efecto sinérgico de tener adicionalmente una sefial de repulsion dentro
de la caja. Para ello se realizaron experimentos siguiendo la conformacién con

2 biotrampas, ver Figura 26, usando como atractor dentro de las biotrampas
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“T" una septa con VOC—4 EQ (Mexp) y como repelente dentro de las
biotrampas “R” una septa con VOC—[4 EQ (Fexp) + 4 EQ (Mexp)].

100 R
(Fexp + Mexp)

. J

Figura 26. Disefio con dos biotrampas, una conformacion alternativa al
sistema de atraccién “pull”. T: biotrampa con VOC-4 EQ (Mexp). R: biotrampa
con VOC—[4 EQ (Fexp) + 4 EQ (Mexp)]. Fexp, hembras experimentadas;

Mexp, machos experimentados.

Finalmente, y con el fin de replicar un modelo similar a los galpones, donde
los insectos se puedan esconder en muchos lugares, se uso un sistema con
4 trampas, ver Figura 27, usando como atractor dentro de las biotrampas “T”
una septa con VOC-4 EQ (Mexp) y como repelente dentro de las biotrampas
“‘R” una septa con VOC—[4 EQ (Fexp) + 4 EQ (Mexp)]. Estos experimentos
finalizaron 1 h después de iniciado el ensayo. Luego se contabilizé y sexaron
los insectos atrapados en las biotrampas de manera similar a lo realizado

anteriormente.
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5.3.

----100
(Fexp + Mexp)

. J

Figura 27. Disefio de simulacién de un galpon con diversas trampas y posibles
lugares donde los insectos pueden esconderse. C: trampa control. T:
biotrampa con VOC—4 EQ (Mexp). R: biotrampa con VOC—[4 EQ (Fexp) + 4
EQ (Mexp)]. Fexp, hembras experimentadas; Mexp, machos experimentados.

Resultados
5.3.1. Evaluacion de herramientas quimicas

Los resultados de la evaluacion de las herramientas quimicas a emplear en
las biotrampas mostraron que Fv y Fexp no se sintieron atraidas por las
sefales olfativas emitidas por machos y hembras experimentados sobre el
control (para todos p>0,05), ver Figura 28. Por otro lado, Mv se sintieron
significativamente atraidos por las sefiales quimicas de largo alcance
producidos por Fexp sobre el control (p<0,05), ver Figura 28. Sin embargo,
Mv no mostré ninguna preferencia cuando se probé los VOC de Mexp contra
la trampa control (p>0,05). Asimismo, Mexp se sintieron significativamente
atraidos por los VOC producidos por Mexp sobre el control (p<0,05), pero no

por Fexp contra el control (p>0,05), ver Figura 28.
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Figura 28. Atraccion de los adultos de Alphitobius diaperinus hacia las sefiales
guimicas de larga distancia obtenidas de otros adultos, clasificados segun su
sexo y experiencia sexual. Se muestran diferencias significativas (* p<0,05) y
no significativas (ns p>0,05) segun la prueba binomial exacta. C, muestra
control. Fexp, hembras experimentadas; Fv, hembras virgenes; Mexp,

machos experimentados, Mv, machos virgenes.

5.3.2. Validacion de biotrampas avanzadas

Las herramientas quimicas que se emplearon en las biotrampas fueron los
volatiles producidos por Mexp y Fexp para atraer un namero significativo de
insectos. Esta eleccién se determind en funcién de los resultados obtenidos
en la seccién anterior y la experiencia sexual de los adultos a evaluar en los
ensayos. En el primer ensayo usando el sistema de atraccion “pull”, no se
encontré diferencias significativas entre el nimero de insectos que quedan
atrapados en la biotrampa con VOC-0,1 EQ (Mexp) frente a la trampa control
(p>0,05; n=12; Figura 29). Sin embargo, si se aumenta la concentracion
a VOC-12 EQ (Mexp), se encontré6 mayor numero de adultos experimentados
en las biotrampas que en la trampa control (p<0,05; n=12; Figura 29). Por otro
lado, al evaluar biotrampas con VOC-0,1 EQ (Fexp) o VOC-12 EQ (Fexp), no
se encontré diferencias entre el nimero de insectos que caen en cualquiera
de esas biotrampas a diferentes concentraciones frente a la trampa control
(para todos p>0,05; n=6; Figura 29), confirmando que los volatiles producidos
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por Fexp no presentan ningun efecto atrayente sobre la poblacion de estudio,
ver Figura 29.
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Figura 29. Respuestas atractivas de adultos experimentados de Alphitobius
diaperinus hacia biotrampas en sistemas de atraccion “pull”. Letras diferentes
debajo de las barras indican diferencias significativas (p<0,05). Fexp, hembras

experimentadas; Mexp, machos experimentados.

En consecuencia, se eligié herramientas quimicas funcionales de atraccion a
los VOC de Mexp. Sin embargo, se decidi6 determinar la minima
concentracion necesaria de VOC de Mexp para atraer un numero significativo
de insectos, encontrandose un mayor numero de adultos experimentados en
biotrampas con VOC—4 EQ (Mexp) que en trampas control (p<0,05; n=6; T2
vs C, ver Figura 30). Por ello, se eligié herramientas quimicas de atraccién a
los VOC—4 EQ (Mexp).

Adicionalmente, al evaluar la respuesta de los adultos hacia biotrampas con
el mix de VOC de Fexp y Mexp se encontrd que los adultos experimentados
mostraban una respuesta no atractiva hacia las biotrampas con
VOC—[0,1 EQ (Fexp) + 0,1 EQ (Mexp)] 0 VOC—[12 EQ (Fexp) + 12 EQ (Mexp)]
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en comparacion con las trampas control (p<0,05; n=6; Figura 30). Por ello, al
verificar que incrementar la concentracion no afecta el sistema no atractivo ni
mejora el namero de insectos repelidos, se determinG como herramientas
guimicas de repulsion a los VOC—[4 EQ (Fexp) + 4 EQ (Mexp)], debido a que

es la misma concentracion usada en las herramientas de atraccion.
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0
a b a b
VOC—-[0,1 EQ (Fexp) C VOC—[12 EQ (Fexp) C
+ 0,1 EQ (Mexp)] + 12 EQ (Mexp)]

MBiotrampa [Trampa control (C)

Figura 30. Respuestas no atractivas de adultos experimentados de Alphitobius
diaperinus hacia biotrampas. Letras diferentes debajo de las barras indican
diferencias significativas (p<0,05). Fexp, hembras experimentadas; Mexp,

machos experimentados.

En base a las herramientas quimicas de atraccion y repulsion determinadas,
se disefid nuevas conformaciones de biotrampas (Figura 26 y 27). Los
resultados presentados en la Figura 31 mostraron que el uso del VOC-
[4 EQ (Fexp) + 4 EQ (Mexp)] como repelente permite disminuir la variacion
entre los diferentes ensayos. Sin embargo, no hay una mejora significativa en

la captura de insectos en esta conformacion frente a la anterior, ver Figura 31.
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Figura 31. Respuestas atractivas de adultos experimentados de Alphitobius
diaperinus hacia biotrampas en sistemas de atraccion. Letras diferentes debajo de
las barras indican diferencias significativas (p<0,05). Fexp, hembras
experimentadas; Mexp, machos experimentados.

Inesperadamente, el agregar una biotrampa adicional en el area de
medicion (Figura 27) no mejora la eficiencia total de insectos
atrapados. Especificamente, cuando se aflade una biotrampa con
VOC—[4 EQ (Fexp) + 4 EQ (Mexp)] en el medio de la caja no existe diferencia
en el nimero de insectos atrapados al comparar el nimero de insectos
atrapados en las biotrampas con VOC-4 EQ Mexp (con herramientas

atractores) frente a las trampas control (p>0,05; n=3; Figura 32).
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Figura 32. Respuestas atractivas de adultos experimentados de Alphitobius
diaperinus hacia biotrampas en simulacion de un galpon con diversas trampas.
Letras diferentes debajo de las barras indican diferencias significativas (p<0,05).

Mexp, machos experimentados.

5.4. Discusiones

En general, las validaciones de las biotrampas en laboratorio fueron una etapa
relevante de validaciones tecnoldgicas, indicando el potencial uso de las sefales
guimicas de largo alcance de machos experimentados para mejorar el control

biolégico por atraccion de adultos de A. diaperinus.

Especificamente, los resultados obtenidos proporcionan evidencia de un
comportamiento atractivo de los VOC de Mexp sobre ambos sexos de adultos
experimentados de A. diaperinus. Esto indica que pueden ser usados como
herramientas quimicas atractivas en la manufactura de biotrampas avanzadas que
permitan la captura de estos adultos en ensayos en laboratorio. Asimismo, se
evidenciéo un comportamiento no atractivo de los VOC de Fexp y Mexp sobre
adultos de A. diaperinus, permitiendo ejecutar en futuras investigaciones otras

estrategias de conformacion de biotrampas en las validaciones en laboratorio.
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Manufactura de biotrampas de atraccién

Con respecto a las validaciones en laboratorio de las biotrampas de atraccion,
demostramos que las herramientas quimicas de los machos experimentados son
atiles como sefiales atractivas para adultos de ambos sexos de A. diaperinus. En
efecto, la funcidn atractiva de estas sefiales quimicas puede deberse a la mezcla
de los compuestos conductualmente activos identificados en el Capitulo 1. Entre
ellos, las sefales quimicas de largo y corto alcance como alcanos, acidos grasos y
terpeno pueden estar actuando como componentes atractivos individuales o en
sinergia para atraer ambos sexos. Estos resultados son similares a lo reportado en
ensayos en campo usando como herramientas quimicas a los VOC de machos
virgenes de A. diaperinus por (Cossé & Zilkowski, 2015; Hassemer et al., 2019;
Singh & Johnson, 2012), los cuales demostraron que los Mv poseen feromonas de
agregacion (los componentes atractivos depende de la ubicacién geografica de
adultos de A. diaperinus como (R)-(+)-limoneno, (E)-B-ocimeno, (R)-(+)-dauceno,
2-nonanona, (S)-(+)-linalol y (E,E)-a-farnesene) utiles para atraer adultos virgenes
0 experimentados en campo. Comparando las feromonas de agregacion reportadas
(Cossé & Zilkowski, 2015; Hassemer et al., 2019; Singh & Johnson, 2012) y las
seflales quimicas electrofisiolégicamente activas identificadas (Capitulo 1)
sugerimos que al menos el limoneno, identificado en adultos de A. diaperinus,

desempefia la funcion de agregacién en estos insectos.

Manufactura de biotrampas de repulsion

Con respecto a las validaciones en laboratorio de las biotrampas de repulsion,
demostramos que la mezcla de las herramientas quimicas de machos y hembras
experimentados son Utiles como sefales no atractivas para adultos de ambos sexos
de A. diaperinus, por tanto, estas sefales actuan probablemente como repelentes.
Efectivamente, la conducta repelente de los adultos puede deberse a la produccién
de benzoquinonas electrofisiolégicamente activas identificadas en adultos de
ambos sexos (ver Capitulo 1). Entre estas sefales quimicas de largo y corto
alcance se encuentran 1,4-benzoquinona, 2-metil-1,4-benzoquinona y 2-etil-1,4-
benzoquinona, previamente reportadas como sefales quimicas de defensa
(feromonas de alarma, Hassemer et al. (2015), (2016); Tseng et al. (1971)) para

ambos sexos. Ademas, los resultados obtenidos en la validacion de biotrampas
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repelentes son similares a los obtenidos por Hassemer et al. (2019) en el cual
evallio exitosamente el uso de estas tres benzoquinonas como herramientas
guimicas repelentes insertadas en biotrampas de repulsibn en ensayos en
laboratorio y campo. Sin embargo, al existir otros compuestos
electrofisiolégicamente activos detectados en estos insectos (ver Capitulo 1), se
sugiere realizar ensayos para confirmar y evaluar las funciones biolégicas de estas

sefales quimicas.

Evaluacion de diferentes configuraciones de biotrampas usando

herramientas quimicas de atraccién y repulsién

Los resultados demuestran que incorporar biotrampas con herramientas de
repulsion no incrementan la eficiencia de captura con respecto a la conformaciéon
inicial de atraccion; a pesar de que estas pueden reducir la variabilidad del sistema.

Esto demuestra que su efecto sobre los insectos es dificil de predecir.

Este aspecto se mostré con mayor claridad cuando se incorporan méas trampas en la
zona de medicion. Aunque se ha demostrado que en los sistemas “push-pull’, las
biotrampas “push” con feromonas de alarma son utiles para direccionar al insecto hacia
las biotrampas “pull” con feromonas de agregacion, en este caso las sefiales de alarma
sobresaturan a los insectos que buscan un espacio donde esconderse. Esto se puede
explicar debido a la competencia feromonal que ocurre en la conformacion disefiada, es
decir, competencia entre la liberacion natural de las sefiales quimicas de los adultos en
las cajas con respecto a las herramientas quimicas de las biotrampas de atraccion y
repulsion (p. ej., para el control de A. diaperinus en campo Hassemer et al., 2019). En
consiguiente, se sospecha que (i) las trampas de atraccion pierden su eficacia debido a
la competencia de sefiales quimicas, (i) las sefales repelentes son muy intensas y
generan un comportamiento conductual criptico en los adultos, (iii) la conformacion de
la distancia entre las biotrampas de atraccion y repulsion son muy cercanas o (iv) las
sefiales de ambos sexos tienen sefiales atrayentes y repelentes, lo cual no genera una
accion completamente repelente en los adultos. Por lo tanto, se recomienda estudios
posteriores en campo para mejorar la distribucién de estas biotrampas estudiando los
siguientes parametros: (i) distancia de las biotrampas de atraccion y repulsion en las
conformaciones evaluadas en laboratorio y (ii) tasa de liberacion controlada de las

herramientas quimicas atrayentes y repelentes en los septos.
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6. Conclusiones generales

El presente trabajo de tesis muestra la manufactura de biotrampas avanzadas para la

captura de adultos de Alphitobius diaperinus en ensayos validados a nivel de

laboratorio, usando como herramientas quimicas las sefiales olfativas de machos

experimentados de la misma especie.

Los resultados obtenidos de los ensayos realizados durante esta investigacion

doctoral permiten extraer las siguientes conclusiones:

Capitulo 1: Estudio de sefales olfativas

Esta investigacibn muestra por primera vez una comprension integral de la
ecologia quimica y de comportamiento en adultos de A. diaperinus en base a dos
factores, sexo y experiencia sexual, lo cual permite desarrollar una estrategia de
control efectiva al desarrollar biotrampas avanzadas utilizando las sefales de
largo alcance de machos como herramientas quimicas para el control de A.
diaperinus.

Las sefiales quimicas de largo alcance emitidas por machos o hembras
experimentadas se proponen como sefiales especificas por sexo, mientras que
las que emiten ambos sexos son sefales generalizadas para adultos. Ademas,
las sefiales quimicas de corto alcance estan relacionadas a su experiencia sexual.
Teniendo en cuenta las respuestas conductuales en el comportamiento de
apareamiento, estas se ven afectadas debido al sexo y la experiencia sexual de
los adultos, demostrando que la transformacion de la experiencia sexual lleva a
modificar la respuesta de apareamiento de los adultos a sefiales quimicas de corto
alcance.

Como se ha podido observar, existen sefales de corto alcance que son
electrofisiolégicamente activas para la antena de los machos, ademas que su
funcidén biolégica se puede proponer en base a la informacion publicada para
adultos de A. diaperinus u otros coledpteros de la familia de Tenebrionidae.

Capitulo 2. Disefio de trampas avanzadas

Se identifico los parametros fisicos para el desarrollo de biotrampas como (a)
tamafo de abertura de la trampa para el ingreso de los insectos, (b) tipo de

superficie interior y exterior de la trampa, (c) compartimiento interno para colocar
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el sefiuelo quimico y (d) tipo de material de la trampa fisica y del dispositivo emisor
de las sefiales quimicas.

Evaluando los diferentes parametros fisicos, métodos quimicos de control usando
semioquimicos y el aspecto ecoldgico de esta plaga se propuso el disefio de
biotrampas, el cual estuvo compuesto de una trampa fisica Xlure MST con
dimensiones externas de 131 mm de diametro y 26 mm de alto, con un espacio
de abertura de 5 mm para el ingreso de los insectos, con dos compartimientos de
superficie interior lisa y exterior rugosa y una septa de caucho de 8 mm como

dispositivo emisor de las herramientas quimicas.

Capitulo 3. Manufactura y validacién en laboratorio de biotrampas avanzadas

Considerando que las sefiales quimicas de largo alcance podrian ser aplicables
como herramientas quimicas en la manufactura de biotrampas, se logro verificar
su aplicacion mediante ensayos olfatométricos, en los cuales adultos de
A. diaperinus mostraron una atraccion hacia las sefiales quimicas de largo
alcance de machos experimentados, indicando su potencial uso como
herramientas quimicas.

Finalmente, en funcién al disefio de biotrampas avanzadas y las diversas
estrategias de control para plagas se opt6 por la conformacién de sistemas de
atraccion, validando en laboratorio la manufactura de biotrampas avanzadas con
sefiales quimicas atractivas que permite la reduccion de la poblacién de hembras

y machos experimentados de A. diaperinus.

Perspectivas futuras

Se sugiere gque los proximos estudios relacionados con el comportamiento de A.
diaperinus podrian abordar la evaluacion de las funciones biolégicas de las
sefales quimicas electrofisiol6gicamente reportadas para identificar y confirmar
las funciones que presenta.

Adicionalmente, se sugiere optimizar las proporciones de las sefiales quimicas de
corto alcance, largo alcance o combinaciones de ellas empleadas en las
biotrampas tomando en cuenta la estrategia de control a emplear y los factores
ambientales en campo como el fotoperiodo, humedad, temperatura, entre otros,
para obtener una formulacién de herramientas quimicas que permita la captura de

esta plaga en campo.
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Se sugiere que las proximas investigaciones relacionadas a la manufactura de la
biotrampa y estrategia de control contemplen (a) la optimizacién del disefio de la
biotrampa para evaluar tasas de saturacion de las sefiales quimicas en la trampa,
(b) optimizar el disefio de la conformacion de las biotrampas en el sistema de
atraccion o atraccion y repulsion evaluadas en laboratorio para luego reproducirlos
en campo y (c) evaluar la tasa de liberacion controlada de las herramientas
quimicas atrayentes y repelentes en los septos.

Se necesitan mas estudios para comprender completamente la funcion de las
sefales quimicas en el atractivo y la mejora de las respuestas de apareamiento

de machos y hembras de A. diaperinus.
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ANEXOS

Anexo 1. Alphitobius diaperinus
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Figura 33. Caracteristicas anatémicas de pupas y adultos de Alphitobius diaperinus. (A)
Vista frontal y dorsal de pupas, vista dorsal de pupa (B) macho y (C y D) hembra. Vista (E)
frontal, (F) dorsal y (G) lateral de adulto. An, antena,; El, élitro; Es, estrenito; Pg, pigopodos;
Pm, palpo maxilar; Pme, pata mesotoracica; Pmt, pata metatoracica; Pp, pata protoracica

Tg, tergito; Ur, urogonfo. E-G adaptado de Marquez (2014).
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