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Resumen

El escarabajo Alphitobius diaperinus es una plaga principalmente de granjas avicolas que causa
grandes pérdidas econdmicas en el sector agropecuario a nivel mundial. Esta plaga es portadora
de virus, bacterias y hongos, que afectan la salud de las aves. Existen formas establecidas para
combatir esta plaga; sin embargo, debido a los dafos que causan algunas de estas, como los
pesticidas, se buscan métodos de control mas eficientes y con menor toxicidad. Una alternativa es
el uso de feromonas de la plaga, compuestos quimicos emitidos por el mismo insecto y detectados

por medio de sus antenas, con los cuales se busca provocar un efecto en su conducta.

El presente proyecto de tesis tiene como objetivo identificar los compuestos quimicos voldtiles
producidos por A. diaperinus y evaluar la sensibilidad antenal del insecto frente a sus propios
compuestos voldatiles y a fracciones cromatograficas de estos. Para ello, se utilizé la cromatografia
de gases acoplada a espectrometria de masas para la identificacion y la técnica de
electroantenografia para la evaluacion de la sensibilidad antenal. Se obtuvo que la composicion
quimica varia dependiendo de su sexo y que la respuesta antenal estd afectada por el sexo y la
experiencia sexual de los insectos adultos. Se identificaron terpenos, alcoholes, ésteres, entre otros,
los cuales se propone estudiar la respuesta antenal de estos compuestos para evaluar su poder
atrayente y proponer, en un futuro, un control de esta plaga a partir de aquellos compuestos

quimicos.
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1. Marco Tebrico

1.1. Importancia de la industria avicola

La industria avicola se basa en la crianza, la produccion y la comercializacion de aves de corral,
tales como pollos, pavos y patos, entre otras aves, junto con sus derivados. Estos brindan
proteinas, aminoacidos esenciales, vitaminas y minerales, por lo que mejoran los niveles
nutricionales y disminuyen el riesgo de enfermedades.' Esta industria se ha vuelto de gran
importancia a nivel global y se encuentra en un constante crecimiento gracias a la alta demanda
de sus productos para la dieta humana.”> Como ejemplo, la Organizacion de las Naciones
Unidas para la Alimentacién y la Agricultura (FAO) ha reportado en el afio 2023 una
produccion total de carne de aves de corral a nivel mundial de 142,7 millones de toneladas.*
Ademas, esta industria se ha desarrollado tecnoldgicamente y, en consecuencia, tiene alta
eficiencia en su produccion. En relacion al progreso tecnologico, se utilizan técnicas modernas
tanto para el manejo de estos animales, como para el monitoreo de su salud y el monitoreo

ambiental.’

A nivel nacional, la industria avicola se ha convertido en uno de los sectores de produccion
maés importantes para la economia y el desarrollo del pais.® El Ministerio de Desarrollo Agrario
y Riego (MIDAGRI) reportd que en el mes de diciembre del 2023 este sector representd el
26,5% del Valor Bruto de la Produccion Agropecuaria, con 22,3% por la carne de aves y 4,2%
por los huevos de gallina.® Adema4s, el pais ha mostrado un aumento significativo en la
produccion de aves de corral durante las Gltimas décadas y seguira creciendo para cubrir la
demanda interna.® Sin embargo, atin existen varias dificultades que ponen en peligro la
seguridad alimentaria y frenan el eficiente desarrollo del sector. Las preocupaciones actuales

incluyen a los microrganismos patdgenos, la propagacion de infecciones y la contaminacion



del medio ambiente debido a los pesticidas.! En concreto, los microorganismos pueden infectar
al ave por medio de alimentos, agua, desechos y plagas de insectos. Aquellos organismos se
posicionan en el tracto gastrointestinal del ave y contaminan su carne durante el procesamiento
avicola.” Por ello, es necesario priorizar y garantizar el bienestar de las aves de corral, como

también el cuidado al medio ambiente y la salud humana.

1.2. Alphitobius diaperinus

1.2.1. Aspecto biolégico y ciclo de vida

El escarabajo Alphitobius diaperinus, también llamado gusano menor de la harina o
escarabajo de la cama, es un insecto del orden Coledptera y de la familia Tenebrionidae.
Con respecto a su origen, se cree que esta especie es nativa de Africa subsahariana y, en la
actualidad, su distribucién es global.® El insecto posee una gran adaptabilidad y plasticidad
fisiologica debido a su versatilidad para modificar procesos y funciones fisioldgicas con el
fin de mantener un funcionamiento 6ptimo en las condiciones que se encuentre.’ A nivel
nacional, se desconoce desde cuando habitan en el Peru, pero estos insectos han sido
reportados desde la década de 1990 en la avicultura.'® Este coledptero es la principal plaga
de granos alimenticios almacenados para la industria avicola.!' Su ciclo de vida pasa por
huevo, 8 a 11 estados larvarios, pupa y, finalmente, escarabajo adulto (Figura 1).!? El
tiempo de cada etapa varia dependiendo de las condiciones ambientales, pues se desarrollan
con mayor rapidez a mayor temperatura y humedad, y de manera mucho mas lenta en
climas frios.!>!* Los insectos en etapa adulta tienen una forma ovalada y miden entre 4 y
6 mm. Las hembras pueden colocar entre 3 y 4 huevos por dia y logran depositar hasta

2000 huevos durante su vida.'> 4



Figura 1. Ciclo de vida del escarabajo Alphitobius diaperinus. Informacion obtenida de las fuentes [12,15].

Las antenas de 4. diaperinus son de tamafio pequefio (1 mm) y de forma aserrada.'¢ Estas
poseen once eslabones y se divide en tres segmentos, los cuales son el escapo, el pedicelo
y el flagelo, como se muestra en la Figura 2.%!%17 E] fragmento correspondiente al escapo
es el mas cercano a la cabeza y estd unido a ella mediante un borde de cuticula
intersegmentaria flexible. El pedicelo es la fraccion que, junto con el escapo, presenta
musculos con los cuales se logra la movilidad en la antena. El flagelo corresponde al
segmento terminal de la antena y, en el caso del 4. diaperinus, su Gltimo eslabon es mas

grande y de un color mas claro.!#16!7

Figura 2. Morfologia de la antena de un insecto. Imagen modificada de la referencia [14].
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1.2.2. Impactos de la plaga y métodos de control

El escarabajo A. diaperinus es una plaga muy dafiina para las granjas avicolas.
Principalmente, el insecto es portador de hongos, bacterias y virus, tales como Salmonella
typhimurium, Escherichia coli, y Campylobacter, entre otros, los cuales causan
enfermedades.'>!® Ello trae consigo una cadena de problemas, pues las aves, adultas o
polluelos, pueden ingerir entre 300 y 500 insectos y larvas al dia, causandoles
principalmente desnutricion, producto de las infecciones. Esta pérdida del peso y del
tamafo de las aves debido a los patégenos conlleva a una pérdida econdémica para los
avicultores, como también origina problemas de salud en los consumidores humanos.!'*!”
Por ejemplo, en Estados Unidos, la Salmonella y el Campylobacter son los patdogenos mas
distribuidos por la transmisién por alimentos, con un porcentaje del 73,4%, y son los
responsables del 55% de muertes humanas debido a este tipo de transmisiones.” Ademas,
esta plaga causa dafios en los materiales o en la infraestructura de las instalaciones avicolas
debido a las excavaciones que los insectos realizan para obtener sitios de puesta de huevos

y para su etapa como pupa.' >

Por todo ello, es necesario controlar la poblacion de A. diaperinus en las granjas avicolas.
Esto se puede lograr mediante métodos de control, como los biologicos, los fisicos y los
quimicos. El control bioldgico consiste en la utilizacion de los enemigos naturales del
insecto para controlar los niveles de la plaga de manera natural, los cuales pueden ser
depredadores, nematodos o parasitoides.?'*? Lo negativo de esta técnica es que requiere de
un tiempo prolongado para obtener resultados a largo plazo, ademas de que los agentes de
control bioldgico son propensos a las condiciones climéaticas del lugar, lo cual lo vuelve un

método impredecible.? El control fisico utiliza técnicas sisteméticas para el manejo de la



plaga, como controlar la temperatura y los niveles de humedad de la zona, emplear trampas
tradicionales y la limpieza estratégica del lugar, que se basa, para este escarabajo, en una
constante reposicion de las camas de paja en los sistemas de reproduccion.’*?*** Sin
embargo, este método presenta desventajas como el costo de la constante limpieza y
cuidado, y también la necesidad de mano de obra.>*2® El control quimico emplea sustancias
quimicas para controlar al insecto y se divide en el uso de insecticidas y semioquimicos.
Tradicionalmente, el tratamiento con insecticidas es el mas utilizado de entre todos los
métodos de control y consiste en eliminar a la plaga con compuestos sintetizados
comercialmente.?'*>?6 Sin embargo, este método puede traer consigo varias desventajas,
como la contaminacion del medio ambiente, la intoxicacion de las aves, la eliminacion de
animales no objetivo y la generacion de resistencia en la plaga.’**’ Por ello, se necesitan
controles de plagas tan efectivos como los insecticidas, pero que, a la vez, sean mas
especificos y no presenten los problemas de toxicidad y contaminacién de los métodos

convencionales; es decir, métodos economicamente mas beneficiosos para los avicultores

y mas seguros para el consumidor final.'?

1.2.3. Los semioquimicos y su uso como alternativa a metodos de control

Un método de control quimico alternativo son los semioquimicos, los cuales son compuestos
quimicos que los organismos vivos liberan para comunicarse entre si.%?° En el caso de los
insectos, sus antenas son las responsables de la captacion de semioquimicos, pues son
estructuras sensoriales que tienen receptores denominados sensilas, las cuales permiten la
deteccion de los volatiles.'® Los semioquimicos pueden ser aleloquimicos y feromonas; de los
cuales, los aleloquimicos se utilizan en la comunicacion entre distintas especies, como la

interaccion planta insecto, brindando beneficios o siendo perjudiciales para el emisor y/o



receptor de la sustancia quimica.?®?’ Por otro lado, las feromonas permiten la comunicacion
entre una misma especie y transmiten informacion especifica. Por ejemplo, las feromonas
sexuales permiten la atraccion entre hembra y macho para incitar la copula. Las feromonas de
agregacion reiinen a los individuos de ambos sexos por algiin beneficio que puedan conseguir,
como la localizacion de alimento o refugio. Por el contrario, las feromonas de alarma provocan
la dispersion o retirada de la especie.?® *° Estos tipos de feromonas son muy utilizados para el
control de plagas de insecto mediante el uso de trampas fisicas.?>*!? El beneficio de estas
llamadas “biotrampas” es que son especificas para el insecto y no presentan los problemas de
toxicidad de los plaguicidas, por lo que son mas respetuosas con la salud animal, humana y
con el medio ambiente.* Por ello, se considera que pueden llegar a ser el potencial reemplazo
de los insecticidas, los cuales son los mas reconocidos y utilizados hasta el momento. Sin
embargo, se debe realizar un estudio previo para escoger los semioquimicos a utilizar, ya que
existe la probabilidad de que estos compuestos puedan influir en el comportamiento de
especies no objetivo.>* En la Tabla 1, se muestran algunos compuestos quimicos presentes en
el escarabajo A. diaperinus que han logrado ser identificados y que incluyen compuestos
volatiles, compuestos presentes en las glandulas abdominales y otros que se encuentran en la

cuticula del insecto.>>*°



Tabla 1. Compuestos quimicos identificados en Alphitobius diaperinus.

Zi)rl)gc(tiae Compuestos quimicos Ref
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: _

H 35—

Volatiles = ‘ 38
/\ (R)-dauceno”
(R)-(+)-limoneno* .
(E)-B-ocimeno*
Es ~ ~ NN
AN Z
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1.3. Estudio de semioquimicos

Uno de los métodos de identificacion de semioquimicos es mediante el uso de la técnica de
cromatografia de gases (GC) acoplada a la espectrometria de masas (MS). La espectrometria
de masas es una técnica analitica que se basa en la ionizacion de moléculas, las cuales son
analizadas o separadas a partir de su relacion masa/carga.*!™ Esta técnica se divide
principalmente en tres etapas, las cuales se llevan a cabo en distintas partes del equipo (Figura
3). Primero, la muestra pasa por una fuente de ionizacidn, la cual se encarga de convertir a las
moléculas en iones en fase gaseosa.*'™ Se puede utilizar una fuente de ionizacion fuerte o
débil, y ello dependera de la naturaleza del compuesto quimico a estudiar. Un ejemplo clasico
de ionizacion fuerte es el método de ionizacion por impacto de electrones (EI), y de ionizacion
débil, la ionizacion quimica (CI). Después, los fragmentos ionizados pasan por un analizador,
el cual se encargara de separarlos dependiendo de su relacion masa/carga.*'* Estos pueden
ser de resolucion baja (cuadrupolo), resolucion media (tiempo de vuelo o TOF) o de alta
resolucion (Orbitrap). Posteriormente, los iones analizados pasan por el detector, el cual sirve
para obtener su abundancia relativa; y la eleccion del detector es dependiente de la eleccion
del analizador.** Esta técnica muestra una alta capacidad de deteccién y andlisis; sin
embargo, el espectrometro de masas no es suficiente para la identificacion de compuestos, en
especial si se le pide identificar uno entre varios isémeros estructurales (compuestos con la
misma relacidn masa/carga, m/z). Por ello, para aumentar la sensibilidad y capacidad de
separacion, es muy comun acoplar la técnica MS con la cromatografia de gases, la cual se basa
en la separacion de compuestos quimicos en funcién del tiempo de retencién.** Para ello, se
transportan los volatiles con un gas portador (fase mévil), como N> o He, a través de una

columna, la cual esta revestida por una fase estacionaria. Los compuestos iran avanzando a



diferentes velocidades por la columna, en relacion a su afinidad con la fase estacionaria. Luego
de ello, se dirigen a un detector, el cual registra su abundancia y proporciona el cromatograma
de ion total (TIC).* Finalmente, con el acoplamiento de ambas técnicas, se logra obtener una

identificacion completa de los compuestos que se desean determinar.

Figura 3. Diagrama de un espectrometro de masas acoplado a un cromatografo de gases.

La técnica de electroantenografia (EAG) permite evaluar la sensibilidad y selectividad de
respuesta de la antena de los insectos hacia los semioquimicos. Esta técnica se basa en medir
el nivel de respuesta antenal del insecto ante compuestos volatiles o cualquier estimulo del
olor mediante una diferencia de potencial eléctrico.* En este bioensayo se coloca una antena
viva (recién cortada) entre dos electrodos y el electroantenograma registra la respuesta ante el
estimulo en potenciales eléctricos.*>*” La diferencia de potencial proporciona una amplitud,
la cual dependera de la especie, el estimulo, el sexo y la experiencia sexual, entre otras (Figura
4).%6 Si bien no se conoce con exactitud el mecanismo detras de las respuestas eléctricas
provenientes de la antena, se considera que el cambio de potencial registrado se debe a un

conjunto de actividades de neuronas olfativas.*6*



Figura 4. Esquema de registro en el electroantenograma. Imagen tomada de la referencia [*].

Finalmente, utilizando técnicas estadisticas como el analisis de la varianza (ANOVA) y el
modelo lineal generalizado mixto (GLMM), se pueden interpretar las respuestas de las

antenas frente a los volatiles expuestos a estas, y evaluar su sensibilidad y selectividad.
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2. Objetivos
2.1. Objetivo general
Identificar los compuestos volatiles de Alphitobius diaperinus y estudiar la respuesta antenal
de los escarabajos adultos frente a estos compuestos, en funcién del sexo y la experiencia

sexual.

2.2. Objetivos especificos

e Identificar la composicion quimica de las colectas de volatiles y fracciones cromatograficas
mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas.

e Estudiar las respuestas de las antenas de adultos, en funcion del sexo y la experiencia

sexual, a las colectas y fracciones de volatiles obtenidos mediante electroantenografia.
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Parte experimental

3.1. Equipos y reactivos

Equipos:

e Cromatografo de gases acoplado a espectrometro de masas Agilent, Laboratorio Trait and
function, Royal Botanic Gardens-Kew, Londres, Reino Unido

e Electroantendgrafo Ockenfels Syntech GmbH

e Microscopio binocular biologico CX31, OLYMPUS

e [Estereomicroscopio 7x-45x, AmScope

e (Camaras de clima controlado Memmert HPP750, Memmert GmbH

e Vortex Thermo Scientific

e Bombas de aire

¢ Flujometro 0,1 - 1 L/min

Reactivos:

e Hexano, grado LC-MS, Sigma Aldrich

e Diclorometano, grado LC-MS, Sigma Aldrich
e Metanol, grado LC-MS, Sigma Aldrich

e Acetato de etilo, grado LC-MS, Sigma Aldrich
e Agua MilliQ, Biopack

e Solucién Ringer, Sigma Aldrich

e Filtros adsorbentes de una mixtura de 5 mg de Tenax TA (malla 60—80, Sigma-Aldrich) y

5 mg de Carbotrap B (malla 20—40, Sigma-Aldrich)
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3.2. Metodologia

3.2.1. Crianza de insectos

Los escarabajos A. diaperinus fueron recolectados en una produccion avicola comercial en
el Distrito de Villa Maria del Triunfo ubicado en el departamento de Lima, camino hacia
el Parque Industrial Quebrada Retamal (coordenada geografica: 12° 09' 27,8" S 76° 53"
46,2" W). Estos insectos se encuentran en camaras de clima controlado, a una temperatura
de 30 °C y a una humedad relativa de 50 % en el laboratorio del Instituto de Ciencias
Omicas y Biotecnologia Aplicada (ICOBA). Los insectos adultos, machos y hembras, se
clasifican por experiencia sexual, virgenes (Mv y Fv) y experimentados (Mexp y Fexp).
Los insectos virgenes no han interactuado con ningln otro escarabajo, mientras que los
experimentados han interactuado con machos y hembras. En total, los insectos adultos y
las larvas se encuentran distribuidos en seis cajas de vidrio (30 x 25 x 20 cm). Los insectos
adultos experimentados son alimentados con harina de trigo comercial "Blanca flor" y se
humedecen trozos de papel toalla con agua como bebida en una caja. Asimismo, en otras
dos cajas de vidrio, se encuentran separados Fexp y Mexp, y se realiza el mismo
procedimiento de crianza. Los escarabajos machos y las hembras virgenes son mantenidos
individualmente en placas de Petri (60 x 15 mm) con papel toalla humedecido y harina
como alimento. Las placas Petri de escarabajos virgenes de un mismo sexo se guardan
dentro de una caja de vidrio para facilitar su manipulacion y orden. Finalmente, en otra
caja, los insectos en la etapa de larva se alimentan en placas en grupos de 10 a 15, también
con harina, y se agrega papel humedecido con agua. Para asegurar que no haya existido
alguna interaccion con otros insectos en Mv y Fv, estos fueron separados desde la etapa de

pupa, en el cual se identificé su sexo y, a partir de ello, fueron puestos en placas
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individuales. Para la determinacion del sexo del insecto en etapa de pupa, este se coloca

debajo de un microscopio, y se identifica por diferencias en su morfologia.*

3.2.2. Colecta de volatiles

La colecta de volatiles se realizo a partir de insectos adultos. Para el analisis e identificacion
de compuestos quimicos, cuarenta individuos de cada sexo fueron seleccionados de las
camaras de crecimiento y se les acondicion6 en tubos de vidrio especialmente disefiados
para este proceso (1 cm de didmetro y 15 cm de longitud). Luego, se ventilé cada tubo con
un flujo de aire de 0,3 L/min a través de filtros de carbon activado durante 10 min.
Seguidamente, se armo el sistema de colecta mostrado en la Figura 5, con el cual los
compuestos volatiles orgéanicos liberados de los insectos experimentados (VOC-Mexp y
VOC-Fexp) se colectaron en filtros adsorbentes durante 4 horas. Para el control, se
prepararon las muestras control (Bk) en las mismas condiciones descritas anteriormente,
pero sin insectos adultos en su interior. Para los ensayos electrofisioldgicos, se efectud una
colecta de volatiles para novecientos individuos de cada sexo, siguiendo la metodologia
antes descrita. Los filtros adsorbentes se eluyeron con hexano y metanol cada uno, los
cuales se concentraron los volatiles a sequedad utilizando una corriente suave de N2 (g), se
diluyeron en hexano: acetato de etilo (9:1 v/v) y se almacenaron a -20 °C para su posterior

ensayo.

Figura 5. Sistema armado para la colecta de volatiles.
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Una parte de los extractos metandlico y hexanico de la colecta de machos experimentados
(correspondiente a 600 Mexp) fue destinada para los ensayos electrofisioldgicos. Estos
extractos se sometieron a fraccionamiento por cromatografica en columna flash (1 cm de
didmetro y 2 cm de altura), lo cual fue realizado por la Dra. Erika Calla Quispe en el
laboratorio de ICOBA-PUCP. Se utiliz6é como fase estacionaria silica gel 60 (0,063-0,200
mm) y se eluyd con hexano, diclorometano y metanol. Se obtuvieron tres fracciones,
fraccion hexanica “Muex”, diclorometanica “Mpcwm” y metanolica “Mwmeon”. Se realizaron
fracciones cromatograficas a los volatiles de Mexp debido a que han sido reportados como
los que liberan las feromonas de agregacion,® ademas de conseguir una mayor facilidad de
estos escarabajos para realizar las colectas. Las fracciones obtenidas se concentraron con
N2 (g) a sequedad, se disolvieron con hexano: acetato de etilo (9:1 v/v) y se almacenaron a

-20 °C para su posterior ensayo.

3.2.3. Analisis e identificacion de compuestos quimicos

La colecta de volatiles de las hembras y los machos (VOC-Mexp y VOC-Fexp) y las
fracciones cromatograficas de los Mexp (Muex, Mbcm Y MuMeon) se analizaron por GC-MS
con fuente de ionizacion electronica (EI). Las condiciones instrumentales se describen en

la Tabla 2. La EI se fij6 a 70 eV con un rango de escaneo de 50—750 m/z.
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Tabla 2. Condiciones del GC-MS.

VOC-Mexp y VOC-Fexp

MHex, Mbem Y Mmeon

Equipo GC MS

Agilent 7250 GC/Q-TOF

Agilent 7250 GC/Q-TOF

Fuente de ionizacion

Ionizacion electronica

Ionizacion electronica

Columna

DB-5 (30 m % 0,25 mm d.i.,

0,25 um espesor)

DB-5 (30 m % 0,25 mm d.i.,
0,25 um espesor)

Técnica de introduccion

de muestra Headspace Inyeccion liquida
Tergperatura de 250°C 250°C
inyector
Temperatura de 270°C 270°C
detector
Temperatura de 1 min /40 °C; 320 °C a 1 min/ 40 °C; 320 °C a
columna 6°/min por 7,3 min 6°/min por 2,3 min
Gas portador He (1,5 mL/min) He (1,5 mL/min)
Volumen de inyeccion 1 uL 1 ulL
Modo de inyeccion splitless splitless
Tiempo de corrida 50 min 55 min

Para analizar los datos obtenidos, se utiliz6 el software MS-DIAL con el fin de alinear los
cromatogramas y normalizar las muestras a partir de la corriente ionica total (TIC). Para
ello, fue necesario convertir el formato de los datos a formato .abf. Posteriormente, se
realizaron filtraciones mediante analisis de componentes principales (PCA) y analisis de la
varianza (ANOVA) unidireccional en el software MatLab. Para ello, se transformaron los
datos con log10 y se aceptaron las sefiales significativamente mas intensas que el blanco y
cuyo p-value sea menor que 0,05. El tratamiento de data se encuentra explicado a mayor
detalle en el Anexo A. Luego, se identificaron los compuestos filtrados a partir de la
busqueda de los indices de retencion de Kovats y se utilizé el software y las bases de datos
NIST y MassBank para el analisis de los datos y la obtencion de los compuestos. También,
se verifico la identificacion de esos compuestos en la base de datos Pherobase, la cual es
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una base de datos con relacion a feromonas o compuestos presentes en insectos, como
también se verifico en articulos cientificos relacionados a la identificacion de sustancias

quimicas en insectos.

3.2.4. Uso de electroantenografia

Para las mediciones con el electroantenograma, se utilizaron los compuestos volatiles
extraidos de Mexp, Fexp y fracciones de Mexp (sec. 3.2.2). Se evalud la sensibilidad
antenal de Mv, Mexp, Fv y Fexp con 12 repeticiones para cada grupo de adultos. Se
describe a continuacion el procedimiento realizado para cada antena, la cual equivale a una
repeticion. Se selecciond de manera aleatoria una antena de un insecto y se cortd desde el
escapo con una microtijera. Después, bajo un estereomicroscopio, se cort6 el eslabon final
de la fraccion del flagelo. Seguidamente, se colocd la antena cortada entre dos capilares
con solucion salina Ringer y esta fue sometida a un flujo de aire humedecido de 0,1 L/min,

como se muestra en la Figura 6.

Figura 6. Montaje del electroantenograma.

17



La antena se someti6 a seis tratamientos, los cuales fueron Bk, VOC-Mexp, VOC-Fexp, Mugx,
Mbpcm Yy Mmeon. Para cada una de ellos, se colocd una pipeta Pasteur con un pedazo pequeio
de papel filtro humedecido con 20 pL del tratamiento (equivalente a lo extraido de un insecto,
1 EQ) en el tubo por el que pasa el aire humedecido, como se muestra en la Figura 6. Esta
pipeta se conectd por medio de una manguera a una bomba manual, la cual se presion6 para
que se expulsen los volatiles. Finalmente, estos pasaron por el tubo de vidrio y llegaron a la
antena. Se observo una respuesta en forma de cambio de potencial desde el programa EagPro,
y esta se evaluo a partir de la respuesta del blanco (Bk), el cual es hexano: acetato de etilo (9:1

v/v).

Para analizar los datos obtenidos de las mediciones, se realizd un modelo de regresion mixta
generalizada (GLMM) en el programa R-Studio. La variable de respuesta fue el logaritmo de
los datos de la sensibilidad de las antenas en pV de los extractos de volatiles y fracciones de
los volatiles analizados en cada grupo. Mientras que las variables predictoras fueron las cinco
muestras, es decir, los compuestos volatiles extraidos de Mexp, Fexp y las fracciones de Mexp.
El efecto aleatorio considerado fue el individuo, el cual se modeld segun la antena de cada
insecto. Ademas, la distribucion que se utilizo fue la gaussiana con funcion de enlace
logaritmo. Luego de obtener el modelo, se realizé un analisis de varianza (ANOVA), el cual
proporcioné informacion sobre la significancia estadistica entre el blanco y los volatiles y

fracciones a evaluar.
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4. Resultados
4.1. ldentificacion de compuestos volatiles y sus fracciones
Se identificaron treinta y tres compuestos en las colectas de adultos de A. diaperinus (VOC-
Mexp y VOC-Fexp), cuya composicion quimica se vio afectada por el sexo del insecto (p =
0,024). Esta falta de similitud del perfil quimico se puede visualizar mediante el analisis

NMDS en la Figura 7, en la cual se observa la grafica junto con las elipses de confianza.

Figura 7. Grafico de escalamiento no métrico de datos NMDS.

Se muestran los compuestos organicos identificados en los volatiles en la Tabla 3, los cuales
pertenecen a las familias de alcoholes, aldehidos, alcanos, terpenos, entre otras. Ademas, se
presentan los indices de retencion de Kovats obtenidos (RI exp) y las intensidades a partir de
la fraccion del total de la suma de todas las areas. A partir de la tabla, se observa que el hexano,
el tolueno y el m-xileno se encuentran a mayor concentracion que todas las demas sustancias

quimicas.
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Tabla 3. Identificacion de los compuestos quimicos presentes en los volatiles de Alphitobius diaperinus.

(o Foérmula Peso Fexp Mexp
Compuesto quimico . molecular RI exp . o . o
quimica (g/mol) area (%) | area (%)
hexano CsHi4 86,175 599 59,59 44,74
1,1-dietoxietano CsH1402 118,174 721 2,61 1,84
tolueno C7Hg 92,14 766 17,86 12,97
m-xileno CsHio 106,16 868 5,07 6,95
(S)-(+)-0-pineno CioHie 136,23 932 0,12 0,15
LI-dietoxi-3-metil- | o by (o 1 160,25 947 0,13 0,22
butano
6-metil-5-hepten-2-ona | CgH140 126,196 986 0,06 0,11
(R)-(+)-a-pineno CioHie 136,234 990 0,12 0,34
decano CioH22 142,282 1000 1,00 2,91
5-metildecano C11Ha4 156,308 1016 0,08 0,20
I-metoxi-4-metil- CsHioO | 122,164 1023 2,29 1,12
benceno
2-etil-1-hexanol CsHi00 130,228 1027 2,34 4,75
(R)-limoneno CioHie 136,234 1031 0,46 0,99
3-metil-decano C11Ha4 156,308 1051 1,40 4,24
4-metil-decano Ci1Ho4 156,31 1056 0,23 0,71
1-octanol CsHisO 130,23 1071 0,10 0,31
1-undeceno CiiH» 154,29 1075 0,15 0,50
nonanal CoHi50 142,238 1098 0,54 1,68
2,4-dimetoxitolueno CoH1302 158,238 1134 0,01 0,04
2-nonanol CoH200 144,254 1142 1,56 2,92
1,2,3,4- CioHu | 13422 1152 0,03 0,08
tetrametilbenceno
2-metil-undecano Ci2Hae 170,335 1167 0,02 0,05
2-decanona C10H200 156,265 1194 0,35 0,96
octanoato de etilo C10H2002 172,264 1197 0,04 0,14
salicilato de metilo CsHsO3 152,147 1197 0,35 1,05
dodecano Ci12Hos 170,335 1199 2,11 6,34
4-metil-dodecano Ci3Has 128,255 1216 0,04 0,05
9-metildecanal Ci11H220 170,29 1240 0,02 0,06
1-decanol Ci1oH220 158,28 1261 0,10 0,19
2-metil-dodecano Ci3Hos 184,361 1273 0,76 2,15
tridecano Ci3Hag 184,361 1300 0,47 1,22
3,5-dimetil-dodecano Ci4H30 198,388 1314 0,01 0,03
a-copaeno CisHos 204,351 1381 0,06 0,07
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Por otro lado, se detectaron 155 compuestos quimicos en las fracciones Muex, Mpcm Y Mmeon,
de los cuales se identificaron treinta y tres compuestos organicos, entre terpenos, ésteres,
alcoholes, entre otros (Tabla 4). En el Anexo B se muestran los indices de retencion de Kovats

de los compuestos no identificados.

Tabla 4. Identificacion de los compuestos quimicos presentes en las fracciones cromatograficas de los volatiles
de Mexp de Alphitobius diaperinus.

Formula Peso MbcMm Meex Mwmeon
Compuesto . molecular | RIexp | , o , o . o
quimica (g/mol) area (%) | area (%) | area (%)
3-metil-1-butanol | CsH;2O 88,148 713 0,92 0,88 0,00
SmetlLpenten | cpo | 100159 | 726 | 286 | 1336 | 163
3-metil-2-butanol | CsHi;xO 88,148 733 0,02 0,23 19,64
tolueno C7Hg 92,138 764 0,01 0,01 1,35
1-hexanol CesH140 102,175 841 0,02 0,00 0,42
d-hidroxi-d- oy 0, | 116,158 | 869 | 0,01 0,01 0,64
metilpentan-2-ona
(S)-(+)-a-pineno CioHis 136,234 924 0,39 0,31 0,26
(R)-(+)-0-pineno CioHis 136,234 1007 0,04 0,04 0,02
p-cimeno CioHi4 134,218 1024 0,06 0,17 0,08
(R)-limoneno CioHis 136,234 1029 0,10 0,07 0,11
(S)-limoneno CioHis 136,234 1055 0,02 0,07 0,01
1-octanol CsHis0 130,228 1075 0,02 0,00 0,43
undecano Ci1Hz4 156,308 1101 0,03 0,02 0,47
palmitato de etilo | CisH3602 | 284,477 1994 0,13 0,11 0,03
eicosano Ca0Ha2 282,547 2001 0,18 0,16 0,02
estearato de etilo | C20H4002 | 312,530 2192 0,21 0,01 1,01
docosano C2Has 310,601 2203 0,17 0,24 0,01
tetracosano Ca4Hs0 338,654 2405 0,23 0,34 0,02
12-metil- CosHs: | 352,680 | 2416 | 0,12 0,17 0,01
tetracosano
hexacosano Ca6Hsa 366,707 2595 0,20 0,05 1,18
heptacosano C27Hs6 380,733 2702 0,21 0,34 0,01
isoftalato de bis(2- | -y .| 390556 | 2745 | 0.16 0,08 0,02
etilhexilo)
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Continuacion de la Tabla 4. ldentificacion de los compuestos quimicos presentes en las fracciones
cromatograficas de los volatiles de Mexp de Alphitobius diaperinus.

Formula Peso MbcMm MHex Mmeon
Compuesto imica molecular | RI exp drea (%) | drea (%) | drea (%)
qu (g /mol) 0 0 0
3-metil- CasHss | 394,760 | 2771 2,59 1,05 1,83
heptacosano
octacosano CasHssg 394,760 2810 2,16 0,14 1,74
nonacosano Ca9Heo 408,787 2899 0,13 0,32 0,03
4-metil- CioHe | 422,813 | 2937 0,19 0,35 0,01
nonacosano
3-metil- CyHe | 422,813 | 2967 4,60 10,03 0,58
nonacosano
triacontano CsoHe2 422,813 2993 0,18 0,28 0,05
3-metil-triacontano | C31Hea 436,839 3029 0,17 0,27 0,01
4-metil-triacontano | C31Hes 436,839 3057 0,65 1,36 0,15
5-metil- CyuHe | 450,866 | 3125 5,12 12,03 0,07
hentriacontano
3-metil- CynHes | 450,866 | 3164 0,84 2,76 0,03
hentriacontano
dotriacontano Cs2Hes 450,866 3194 0,03 0,03 0,02

4.2. Sensibilidad de la antena segun el sexo y la experiencia sexual
En la Tabla 5 se muestran en forma de porcentaje los promedios de las respuestas de las doce
antenas por cada grupo frente a los cinco tratamientos, en el cual el 100% representa la linea

base, que es la respuesta de las antenas frente al blanco (hexano:acetato de etilo 9:1 v/v).

Tabla 5. Promedio de respuestas electroantenograficas de Alphitobius diaperinus.

Resp Mexp Resp Mv Rexp Fexp Resp Fv
(N=12) | (N=12) | (N=12) | (N=12)
(%) (%) (%) (%)

VOC-Fexp 156,2 150,1 116,3 135,6
VOC-Mexp 136,5 121,6 127,1 155,3
Mmeon 148,9 113,0 136,1 187,6
Mbpcem 104,4 112,4 108,6 136,9
MeuEx 118,4 158,9 129,3 175,2
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En la Figura 8, se puede observar un grafico de cajas con las respuestas antenales de los cuatro
grupos del insecto A. diaperinus en porcentaje. Los asteriscos mostrados debajo de los
diagramas significan diferencias significativas en comparacion con el blanco (p<0,05). A partir
de esta figura, se observa que las respuestas de los escarabajos virgenes son mas variadas y
aleatorias que las de los experimentados. Las hembras respondieron significativamente a los
volatiles de Mexp (p<0,05), pero no a sus propios volatiles. Los machos respondieron
significativamente a los volatiles de Fexp (p<0,05), pero no a sus propios volatiles, con
excepcion del Mexp. Ademas, las hembras respondieron significativamente igual a los
volatiles de las fracciones Mwmeon y Muex (p<0,05), mientras que los machos mostraron
respuestas en funcion de su experiencia sexual. Los Mv respondieron a los volatiles de Mugx

y los Mexp respondieron significativamente a los volatiles de Mmeon.

Figura 8. Impacto del sexo y la experiencia sexual en las respuestas antenales de adultos de Alphitobius diaperinus.
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5. Discusiones

La produccion quimica de los insectos se ve afectada por factores tales como el sexo, la edad, la
experiencia sexual, la temperatura, la humedad, la alimentacion y la interacciéon con demas
especies, entre otros.’® Esto se debe a que la produccion de las feromonas no solo depende de la
predisposicion genética, sino que también puede variar dependiendo del contexto en el que se
encuentre el insecto.>® La plasticidad fisioldgica que ha demostrado esta plaga en estudios previos
frente a los distintos factores mencionados les ha conferido una adaptacion para sobrevivir en
ambientes extremos y aumentar su poblacion.” Ademds, se ha reportado que la produccion de
compuestos quimicos de Alphitobius diaperinus se ve afectada por el sexo y la experiencia
sexual.’! Ello concuerda con los resultados obtenidos a partir de la identificacion de volatiles y
ensayos electroantenograficos en adultos experimentados del escarabajo, lo que demuestra la
variabilidad en su respuesta antenal y en la produccién quimica en funcion del sexo y la experiencia

sexual.

Los resultados de los andlisis quimicos mostraron diferencias significativas entre las
composiciones de los volatiles emitidos por hembras y machos experimentados. Ello esta
relacionado con resultados de investigaciones previas, en las cuales se demostrd6 un
comportamiento atractivo frente a VOC de Fexp y Mexp en bioensayos olfatométricos.’! Ademas,
se ha confirmado que existen diferencias significativas en la composicion de la mezcla de volatiles
de los insectos en funcion de la experiencia sexual del insecto (observaciones de Calla-Quispe aun
no publicadas). Investigaciones previas mostraron que adultos machos virgenes de 4. diaperinus
en Estados Unidos producen (R)-(+)-limoneno, (E)-B-ocimeno, (R)-dauceno y 2-nonanona como

36,37

feromonas de agregacion, mientras que en Brasil los machos producen (E)-B-ocimeno, (R)-

dauceno, 2-nonanona, (S)-(+)-linalol, (E,E)-a-farneseno y (R)-limoneno como feromona de
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agregacion en su produccion quimica volatil.>> Estos resultados demuestran que la produccion
quimica de los adultos de A. diaperinus se ve afectada por factores externos, como la distribucion

geografica de la plaga, la alimentacion y la interaccion con otras especies. %>

Con respecto a los volatiles de la fraccion hexanica de Mexp, esta presenta compuestos que han
sido reportados como feromonas o parte de feromonas de agregacion y de alarma en otros insectos
coledpteros,> 3 los cuales son 3-metil-1-butanol, 1-hexanol, a-pineno, heptacosano, octacosano,
p-cimeno y (S)-limoneno.>*~>3 Con respecto a la fraccion metanélica, su composicion quimica fue
distinta a la hexanica, pero también presenta compuestos quimicos que estudios sugieren que
pueden ser feromonas sexuales de otros insectos. Por un lado, el hexacosano esta reportado como
feromona sexual de varias especies de Lepidoptera, como Amauris niavius, Amauris ochlea y
Amauris echeria.’® Por otro lado, se sugiere que el 3-metil-2-butanol puede ser una feromona
sexual en Rhodnius prolixus.”’ Ademds, este mismo compuesto es utilizado como atrayente de
polillas de la familia Noctuidae, junto con 3-metil-1-butanol y 3-metil-1-pentanol.’® No obstante,
se espera que parte de los demas alcanos, alcoholes y terpenos identificados tengan alguna funcion
como feromona o sean parte de una para 4. diaperinus. Por ejemplo, en el caso del compuesto a-
copaeno, este ha sido reportado como feromona para la especie Euwallacea fornicatus y es
utilizado como método de control de la plaga Ceratitis capitata.>*° Por ello, se cree que este
compuesto organico pueda también cumplir un rol importante en el comportamiento de A.

diaperinus, al igual que los compuestos encontrados en las fracciones hexdnica y metanolica.

Las antenas de los insectos son cruciales para la deteccion de olores y, consecuentemente, para el

1.1 La variabilidad en la respuesta antenal de los adultos de A.

comportamiento del anima
diaperinus en funcidon del sexo y experiencia sexual muestra la plasticidad fisiologica de los

individuos para adaptarse a distintos entornos y que continfie su proliferacion.” Los Mexp
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presentaron respuestas antenales sensitivas a los VOC-Fexp, VOC-Mexp y Mmeon. Ello demuestra
su capacidad sensorial en reconocer a ambos sexos y que los compuestos sensitivos volatiles de
los Mexp estan presentes en su fraccion metandlica. Los Mv mostraron respuestas antenales
sensitivas a los VOC-Fexp y Muex. Estos tienen la capacidad sensorial de reconocer
individualmente a las hembras frente a los Mexp, los cuales si son reconocidos como conjunto de
individuos, es decir, en poblacion.!>*! En relacion con las Fexp y Fv, estas mostraron la capacidad
sensorial de reconocer los VOC-Mexp, Muex y Mwmeon, frente a los volatiles de Fexp. Estos
resultados estan relacionados con hallazgos previos en bioensayos olfatométricos, en los cuales las
hembras no presentaron respuestas atractivas frente a otras hembras en comparacion con el control,
pero si presentan respuestas positivas frente a los volatiles de machos.>!' Por otro lado, la mayor
aleatoriedad en las respuestas antenales de machos y hembras virgenes, en comparacion con los
adultos experimentados, refleja que los adultos virgenes aun no son capaces de discriminar
compuestos quimicos; y ello se puede explicar por su nula interaccion con otros insectos. Ademas,
como se ha demostrado en estudios previos con A. diaperinus y otras especies de la familia
Tenebrionidae, los adultos al interactuar con otros adultos son capaces de aprender y ganar
experiencia, lo que les confiere adaptarse quimica, fisiolégicamente y neuroldégicamente en

entornos variables y sobrevivir,%!>3!
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6. Conclusiones

El presente trabajo de investigacion permitio identificar gran variedad de volatiles de la especie 4.
diaperinus. Entre ellos, el (R)-limoneno, el cual es un compuesto de interés para la aplicacion de
semioquimicos en métodos de control para este insecto. Ademas, se concluye que los volatiles
colectados de Fexp presentan diferencias significativas con los volatiles colectados de Mexp.
Ademas, se estudio la respuesta antenal sensitiva de los adultos A. diaperinus frente a sus

compuestos volatiles y fracciones, en funcion del sexo y experiencia sexual.

Se identificaron 33 compuestos voldtiles en los adultos experimentados, entre ellos terpernos,
alcoholes, aldehidos, alcanos, entre otros, mostrando una variabilidad en la produccion quimica
volatiles en funcion del sexo. Ademads, se detectaron 155 compuestos quimicos en las fracciones

hexénica, metandlica y diclorometdnica de machos experimentados.

Con respecto a los ensayos electroantenograficos, se concluye que los adultos, sean machos o
hembras, responden sensitivamente a los volatiles de machos experimentados, pues en estos se
encuentran las feromonas de agregacion. Ademas, se demostr6 que las respuestas sensitivas de los
adultos dependen de la experiencia sexual, pues gracias al aprendizaje, pueden detectar y responder

de manera mas selectiva a los volatiles.

Adicionalmente, se demostré que posibles compuestos fisioldgicamente activos para estos
escarabajos se encuentran en las fracciones hexdnica y metandlica, de los cuales destacan 3-metil-
I-butanol, 1-hexanol, a-pineno, heptacosano, octacosano, p-cimeno, (S)-limoneno, hexacosano y
3-metil-2-butanol. Se propone comprobar su funcion bioldgica en ensayos olfatométricos para
evaluar su efectividad en el cambio del comportamiento de la plaga, y proponer un novedoso

tratamiento de control a partir de los semioquimicos del A. diaperinus.
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8. Anexos

Anexo A. Tratamiento de datos

Se realizo6 la normalizacion de los datos obtenidos del programa MS DIAL, convirtiéndolos en
sus valores logaritmicos. A partir de estos datos normalizados, se realizé un PCA y un ANOVA
unidireccional con el software MatLab. Se utilizaron la primera y la segunda componente
principal (PC1 y PC2), lo cual equivale al 67,01% de la varianza de estos. A continuacion, en
la Figura 9 se muestra el grafico de dispersion de todos los datos, en el cual el eje X representa
el PCl y el eje Y el PC2. Se puede observar que existe una gran dispersion entre estos grupos,
lo cual evidencia mucha variabilidad en su distribucion. Ademas, una parte de los datos de
VOC-Mexp y VOC-Fexp se encuentran solapados o en una misma region del PCA. Por tanto,

al no presentar una buena distribucion entre los grupos, se continué con el filtrado.

Figura 9. Grafica de puntuaciones de PCA.

Se utiliz6 ANOVA unidireccional para determinar si existen diferencias significativas entre
las medias de las réplicas de VOC-Fexp y VOC-Mexp con las réplicas de Blanco (BK). Con

esta técnica, se conservaron todos los datos que tengan un p value<0,05, lo cual significa que
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existen diferencias significativas entre ellos y el blanco. Luego, se realizé un segundo filtrado
al eliminar todas las sefiales menores o iguales a la senal del blanco. Con ello, se busco
disminuir el ruido y las interferencias. Finalmente, se obtuvieron treinta y dos compuestos a
partir ambas filtraciones. Con los datos restantes, se realizd6 un nuevo PCA para su

visualizacion (Figura 10), con un porcentaje de variabilidad del 81,24% entre el PC1 y el PC2.

Figura 10. Segunda grafica de puntuaciones de PCA.

En la Figura 10, se observa que los volatiles de Mexp y Fexp presentan diferencias en su
distribucion, pues los datos de Fexp se encuentran mayormente en el lado positivo del eje Y,
mientras que los datos de Mexp estan cercanos a cero y al lado negativo del eje Y. A estos
mismos datos se les realizO un analisis de varianza permutacional multivariante
(PERMANOVA) con el programa R Studio, lo cual permiti6é corroborar si la representacion
con ANOVA y PCA fue adecuada con los datos bioldgicos. Se obtuvo que el stress fue 0,045,
lo cual significa que el andlisis logra explicar la variabilidad de los datos, ya que el valor es

muy cercano a cero. Luego, se realiz6 un Escalamiento Multidimensional No Métrico (NMDS)
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para la visualizacion de los datos, el cual se muestra en la Figura 7. A partir del grafico, se

puede observar que las tendencias fueron muy similares que las obtenidas con el PCA.

Anexo B. indices de retencion de Kovats e intensidades de los compuestos no identificados

de Alphitobius diaperinus

Tabla 6. Indices de retenciéon de Kovats e intensidades de los compuestos desconocidos presentes en las
fracciones cromatograficas de los volatiles de Mexp de Alphitobius diaperinus.

RI exp MbcMm Meex Mmeon
706 2,894 0,008 0,002
722 1,566 6,199 0,213
738 0,003 0,009 0,749
740 0,068 0,017 0,050
771 1,140 0,112 0,072
798 0,319 0,679 0,296
807 0,006 0,001 0,709
884 0,001 0,003 0,096
902 0,056 0,003 0,041
905 0,351 0,005 0,022
910 0,095 0,006 0,037
917 0,207 0,025 0,219
921 0,100 0,068 0,048
938 0,213 0,007 0,006
951 0,002 0,001 0,038
967 1,360 1,432 7,662
974 1,406 1,437 7,047
978 0,012 0,024 0,432
1015 0,032 0,069 0,305
1016 0,006 0,002 0,024
1036 0,008 0,010 0,064
1093 0,042 0,321 0,009
1097 0,004 0,001 0,046
1127 0,703 0,248 33,795
1138 0,005 0,017 0,067
1196 0,530 0,344 0,035
1219 0,000 0,000 0,032
1241 0,122 0,016 0,012
1255 0,006 0,002 0,030
1259 0,013 0,002 0,547
1291 0,023 0,008 0,008
1294 0,555 0,115 24,526
1304 0,024 0,005 0,072
1367 0,002 0,001 0,024
1399 0,535 0,460 0,036
1417 0,002 0,000 0,024
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Continuacion de la Tabla 6. Iindices de retencion de Kovats e intensidades de los compuestos desconocidos
presentes en las fracciones cromatograficas de los volatiles de Mexp de Alphitobius diaperinus.

RI exp Mpcem MuEex Mwmeon
1457 0,402 0,029 6,959
1515 0,001 0,000 0,027
1542 0,002 0,003 0,002
1576 0,002 0,000 0,028
1597 0,669 0,435 0,027
1613 0,569 0,009 2,475
1654 0,103 0,056 0,004
1681 0,108 0,046 0,015
1709 0,095 0,044 0,010
1715 1,365 0,605 0,021
1730 0,501 0,271 0,040
1761 0,053 0,027 0,003
1771 0,526 0,017 1,285
1784 0,050 0,028 0,036
1799 0,076 0,058 0,003
1862 0,507 0,141 0,064
1865 0,156 0,100 0,003
1916 2,389 1,562 0,019
1921 0,164 0,096 0,006
1928 0,029 0,004 0,064
1935 0,103 0,062 0,002
1955 1,044 0,510 0,017
1959 0,436 0,282 0,062
1968 0,124 0,081 0,006
1973 1,889 0,953 0,025
1981 0,081 0,055 0,007
1986 0,222 0,170 0,005
2028 0,031 0,021 0,001
2031 0,349 0,348 0,003
2033 0,039 0,034 0,002
2054 0,178 0,088 0,004
2058 0,181 0,006 0,248
2071 0,145 0,136 0,001
2080 0,021 0,014 0,001
2116 5,996 5,697 0,052
2124 0,021 0,005 0.141
2164 0,596 0,535 0,017
2181 0,119 0,080 0,017
2265 0,046 0,049 0,001
2277 0,114 0,111 0,001
2317 2.848 2322 0.011
2324 0,235 0,012 0,194
2348 0,010 0,013 0,004
2363 0,477 0,189 0,051
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Continuacion de la Tabla 6. Iindices de retencion de Kovats e intensidades de los compuestos desconocidos
presentes en las fracciones cromatograficas de los volatiles de Mexp de Alphitobius diaperinus.

RI exp Mpcem MuEex Mwmeon
2380 1,698 1,373 0,025
2372 0,083 0,089 0,000
2457 0,216 0,012 0,187
2470 0,129 0,126 0,006
2484 0,311 0,128 0,015
2494 1,167 0,356 0,083
2512 0,050 0,018 0,005
2518 7,085 6,672 0,006
2532 0,169 0,052 0,016
2546 0,002 0,009 0,001
2565 0,423 0,557 0,003
2572 0,545 0,250 0,113
2588 0,103 0,009 0,074
2609 0,176 0,291 0,010
2614 0,994 1,030 0,134
2620 0,897 0,638 0,134
2677 0,083 0,130 0,004
2693 0,102 0,115 0,005
2721 4,741 6,920 0,009
2745 0,087 0,036 0,003
2777 0,133 0,222 0,001
2787 10,995 2,655 2,221
2813 0,165 0,309 0,050
2816 0,197 0,507 0,047
2837 0,087 0,130 0,003
2844 0,163 0,022 0,098
2882 0,104 0,181 0,006
2894 0,011 0,004 0,000
2923 1,390 2,395 0,003
2926 0,010 0,025 0,001
2961 0,215 0,257 0,005
2972 0,094 0,072 0,002
3015 0,248 0,358 0,013
3015 0,066 0,071 0,003
3087 0,158 0,165 0,008
3094 0,162 0,253 0,006
3106 0,068 0,113 0,001
3115 0,031 0,045 0,001
3137 0,092 0,179 0,004
3164 0,462 1,282 0,003
3179 0,213 0,321 0,003
3186 0,667 2,138 0,007
3274 0,035 1,192 0,005
3304 0,094 0,146 0,006
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