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RESUMEN

Ti'[ULO: ESTUDIOS PRELIMINARES SOBRE LA FEROMONA SEXUAL DE LA MOSCA DE LA
PINA Melanoloma viatrix Y LOS POSIBLES SEMIOQUIMICOS INVOLUCRADOS EN LA
RELACION PLANTA INSECTO.

Autores: Julie Paulin Garcia Rodriguez, Deyber Arley Vargas Medina

Palabras Claves: Melanoloma viatrix, feromonas, semioquimicos, pifia (ananas comosus), SPME,
GC.

Melanoloma viatrix, mejor conocida como la mosca de la pifia, es un insecto de la familia
Ricardiidae, es considerada como plaga de éste cultivo, con una incidencia de tal magnitud, que ha
ocasionado pérdidas de hasta el 95% de la produccion total en el municipio de Lebrija, Santander.

Los semioquimicos son sustancias involucradas en los procesos de comunicacion quimica entre
los diferentes organismos, entre los que se destacan dos tipos: las feromonas y los aleloquimicos.
El estudio de los semioquimicos resulta de gran importancia, debido al amplio uso de éstos en el
manejo de insectos perjudiciales en cultivos comerciales. Las feromonas han demostrado ser
altamente especificas y de menor impacto ambiental que los insecticidas comerciales.

La microextraccion en fase solida, SPME, como técnica de preparacion y concentraciéon de la
muestra libre de solvente, ha resultado de gran utilidad en el estudio y andlisis de semioquimicos
de insectos y plantas, ya que permite el estudio in vivo de los mismo, incluso en su habitad natural.

El muestreo de los volatiles de la mosca M. viatrix, se realizé en modo headspace, usando como
recubrimiento de la fibora PDMS. DVB de 65 um. Se propone como posibles férmulas moleculares
de la feromona sexual de la mosca de la pifia M. viatrix, C1oHzs ¥ C1oH1805.

El estudio de los componentes volétiles de la pifia (ananas comosus), se llevd a cabo haciendo uso
de la técnica SPME en modo headspace; los parametros de extraccion fueron 15 min de extracciéon

a 60°C. Se determinaron 18 compuestos para la pifia madura (edad: 640 dias), 10 compuestos
para la pifia de 520 dias y 10 compuestos para la pifia de 490 dias.

* Trabajo de grado

** Universidad Industrial de Santander. Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Directora:
Elena E. Stashenko. Co-director: Alfonso Villalobos
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ABSTRACT

TITTLE: PRELIMINARY STUDIES ON SEX PHEROMONES THE PINEAPPLE FLY’S,
Melanoloma Viatrix, AND POSSIBLE SEMIOCHEMICALS INVOLVED RELATIONSHIP IN
PLANT-INSECT.

Authors: Julie Paulin Garcia Rodriguez, Deyber Arley Vargas Medina.

Keywords: Melanoloma viatrix, pheromones, semiochemicals, pineapple (ananas comosus),
SPME, GC.

The pineapple fruit borer, Melanoloma viatrix, is an insect which belongs to the Ricardiidae family.
This insect has caused considerable damages over pineapple crops, for instance in the community
of Lebrija, Santander this pest caused crop damages in the 95 % over the total production.

Semiochemicals, for example pheromones and allelochemicals, are substances involved in
chemical communication processes between different organisms. The study of semiochemicals is
very important due the wide application that these substances have in the pest management of
commercial crops. Pheromones have shown not only a high specific activity but also a lower
environmental impact than the commercial pesticides.

Solid phase microextraction, SPME, is a sample preparation technique that has been very useful in
the semiochemicals study. This technique permits not only the analysis in vivo of semiochemicals,
but also in the natural habitat of the organisms.

The sampling of volatile substances from the M. viatrix was developed in headspace mode, using a
65 um PDMS-DVB fiber coating. This work suggests that the possible molecular formulas of the
insect sexual pheromone are Ci;H,s Y C1oH150..

The study of the volatile components from the pineapple (ananas comosus) was carried out by HS-
SPME technique. The used parameters were: 15 minutes of extraction at 60°C. Finally, there were
found 18 volatile compounds in the mature pineapple (640 days), 10 volatile compounds in the 520
days pineapple and 10 compounds in the 490 days pineapple.

* Undergraduate project.

** Industrial University of Santander. Faculty of Science. School of Chemistry. Director: Elena E.
Stashenko. Co-director: Alfonso Villalobos
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INTRODUCCION

En el mundo se comercializan actualmente alrededor de 18.2 millones de toneladas de
pifia anuales. Los principales productores son Tailandia, Brasil y Filipinas. Colombia
ocupa el lugar 12 con un volumen anual aproximado de 0.4 millones de toneladas,
equivalentes al 2.3% de la produccion mundial [1]. Esto hace de la pifia un importante
fruto comercial de la economia colombiana, y especialmente, del Departamento de

Santander, que contribuye con mas de la mitad de la produccién nacional.

Durante el 2008 se produjeron en el pais 387.751 toneladas de pifia, donde el
Departamento de Santander aport6 el 50.42%, seguido por los Departamentos de Valle
del Cauca y Norte de Santander, que participaron con el 19.18 y 3.36%, respectivamente
[2]. Hacia el mes de octubre de 2009, en Colombia, las exportaciones de pifia ascendieron

a 123.11 toneladas, lo que equivale a un valor de US$ 220.641.

En Santander, los cultivos de pifia se concentran principalmente en los municipios de
Lebrija, Giron y Los Santos, que proporcionan el 66.6, 31.1 y 2.0% de la produccion
departamental, respectivamente. El municipio de Lebrija es el principal productor nacional
de pifia, aporta anualmente cerca de 161.000 toneladas [3], de forma tal, que la mayor
parte de la actividad agricola municipal esta estrechamente relacionada con este cultivo y
su comercializacion. Alrededor del 45% del area total del municipio se encuentra plantada

en pifa [4].

La pifia es una fruta susceptible al ataque de plagas y enfermedades; para ésta, se hallan
registradas mas de diez afecciones a controlar. Adicional a las complicaciones del cultivo
tradicionalmente conocidas, hacia principios de la década de los 90, el Instituto
Colombiano Agropecuario (ICA), reportdé la aparicion de la Melanoloma viatrix,
comunmente conocida como la mosca de la pifia, un nuevo insecto perjudicial para este

cultivo, con una incidencia de tal magnitud, que para el aflo de 1994 las pérdidas
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ocasionadas por el ataque de M. viatrix al fruto, en el municipio de Lebrija, alcanzaron el
95% [4].

Hasta el momento no se ha reportado un método efectivo para controlar la incidencia de
la mosca de la pifia de forma especifica. EI ICA ha sugerido el embolsado del fruto, como
método de control que mostrd excelentes resultados; sin embargo, la aplicacién de esta
técnica favorece la aparicion de otros agentes patégenos, especialmente, hongos.
Adicionalmente, la implementacion de este método de control ocasiona un incremento de

alrededor del 7.5 % de los costos [4].

A partir del descubrimiento de la feromona sexual de Bombix mori (mariposa del gusano
de la seda) en 1954, los semioquimicos, especialmente las feromonas, se han utilizado
ampliamente para el control etol6gico de insectos; ésto como respuesta a los problemas
de degradacion ambiental y generacion de resistencia, ocasionados por los métodos
tradicionales de control quimico. Se lograron resultados favorables, por ejemplo, en los
Estados Unidos, al tratar 40.000 Ha de cultivo de algodon en California y Arizona, con
feromona sexual de P. gossypiella, que permitié reducir la tasa de apareamiento de la
polilla y obtener solamente un 5% de dafio de los cultivos, con respecto a otras

plantaciones tratadas convencionalmente, que presentaron un dafio del 30% [5].

Dado que, de acuerdo con lo reportado por el ICA, los intentos de control quimico de M.
viatrix en cultivos de pifia, han mostrado una eficiencia solamente del 30% [6], el
presente estudio busca obtener informacion sobre la composicion quimica de la feromona
sexual de la mosca de la pifia, asi como los posibles semioquimicos, posiblemente
provenientes de la pifia, involucrados en la relacién “planta-insecto”, con miras a posibilitar
alternativas que permitan a futuro el control etolégico del insecto, de forma econ6mica y

con el impacto ambiental negativo minimo.
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1. MARCO TEORICO Y ESTADO DEL ARTE

1.1 LA PINA (Ananas comosus)

1.1.1 Generalidades. La pifia es una planta terrestre, de hojas alargadas y lanceoladas,
gue al cabo de dos afios, desarrolla el pedunculo floral que madura para convertirse en el
fruto maltiple caracteristico. Junto a la parte inferior de las hojas de la planta, pueden
surgir rosetas basales que permiten la reproduccion vegetativa de la planta. Desarrolla
flores color lila, de tres pétalos, que crecen en las axilas de unas bracteas apuntadas, de
ovario hipdgino. Son numerosas y se agrupan en inflorescencias, con espigas de unos 30
cm de longitud y de tallo engrosado. Las flores dan fruto sin necesidad de fecundacion;
del ovario hipégino, se desarrollan frutos en forma de baya, que conjuntamente con el eje
de la inflorescencia y las bracteas, dan lugar a una infrutescencia carnosa (sincarpio). En
la superficie de la infrutescencia se ven Unicamente las cubiertas cuadradas y aplanadas

de los frutos individuales.

Se conocen tres variedades botanicas de la pifia: A. sativus (sin semillas), A. comosus
(forma semillas capaces de germinar) y A. lucidus (permite una recoleccion mas facil
porque sus hojas no poseen espinas). De igual forma, comercialmente se conocen las

variedades Golden, Cayena lisa, Perolera, Manzana e India.

La pifia es originaria de la América tropical; sin embargo, la variedad Cayena lisa, la mas
comercializada en el mercado mundial, es producto del mejoramiento genético realizado

por los franceses a mediados de 1800 [7].

1.1.2 Taxonomia

Familia: Bromeliaceae
Género: Ananas

Especie: comosus
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1.1.3 El cultivo de la pifia. El cultivo se desarrolla a una temperatura ambiental entre los
25 y 32°C, y bajo un régimen de precipitaciones regular, comprendido entre los 1.000 y
1.500 mm. Su cultivo y produccion estan limitados a las zonas tropicales y subtropicales
del planeta. Generalmente, su reproduccion se hace de forma vegetativa, y la densidad de
siembra puede variar de una region a otra, especialmente, dependiendo del destino de la
produccion, la variedad sembrada, la topografia del terreno y las costumbres de la zona,
de forma tal, que se pueden hallar entre 25.000 y 75.000 plantas por hectarea. Una vez
iniciada la siembra, la primera cosecha puede tardar de 19 a 22 meses (Figura 1).

SIEMBRA: 0 Dias INDUCCION FLORAL:
424 Dias

APARICION DE
INFLORESCENCIA:
469 Dias
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Figura 1. Fenologia del cultivo de la pifia [6].
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1.1.4 Caracterizacion quimica de la pifia. La mayor parte del peso de la pifia madura
esta constituido por agua (alrededor del 86%); sin embargo, la pifia es una fruta rica en

carbohidratos, lipidos, carotenos, algunos elementos menores, asi como algunas

vitaminas, tal como se muestra en la Tabla 1. Igualmente, se encuentra gran cantidad de

ésteres, lactosas, alcoholes y compuestos carbonilicos, presuntamente, responsables de

sus caracteristicas organolépticas.

Tabla 1. Composicion nutrimental de la pifia [8].

Componente Cantidad/100 g de pifia fresca
Agua 86 g
Proteina 1lg
Carbohidratos 849
Lipidos 0.1¢g
Fibra dietaria 29
Sodio 2 mg
Potasio 180 mg
Calcio 27 mg
Magnesio 11 mg
Hierro 3 mg
Zinc 2 mg
B-Caroteno 25 ug
Tiamina 40 ug
Riboflavina 30 ug
Acido nicético 0.1 mg
Vitamina C 21 mg

1.1.5 Maduracion y flavor de la pifia. La cromatografia de gases acoplada a la
espectrometria de masas (GC-MS), ha permitido que los compuestos volatiles, posibles

responsables del olor de la pifia, hayan sido ampliamente estudiados, de forma tal, que se



han reportado alrededor de 280 compuestos presentes en los extractos de pifia madura,
incluyendo ésteres, alcoholes, aldehidos, cetonas, asi como monoterpenos Yy
sesquiterpenos; de igual forma, el empleo de cromatografia en fase quiral ha permitido
resolver y reconocer isomeros Opticos presentes en la pifia, de los cuales solo unos pocos

han sido considerados como contribuyentes al flavor (aroma y sabor) de la pifia [9].

Diversas técnicas han sido empleadas para extraer, reconocer o identificar los volatiles
constituyentes del olor de la pifia. Shibamoto y colaboradores [10] utilizaron un sistema
liquido-liquido continuo, para extraer con diclorometano una infusibn acuosa obtenida
luego de centrifugar, filtrar y destilar una mezcla, previamente homogeneizada, de trozos
de pifia y solucibn acuosa saturada con NaCl; los autores lograron identificar por
cromatografia de gases de alta resolucién acoplada a espectrometria de masas (HRGC-
MS) 144 compuestos en extractos de pifia madura y 127 en extractos de pifia verde, 80%
de los cuales correspondian a ésteres; los constituyentes principales fueron acetato de
etilo y 3-tiopropanoato de metilo en las muestras de pifia verde y, acetato de etilo y los
diasterbmeros de diacetato de butan-2,3-diilo, como los principales volatiles presentes en

los extractos de pifia madura.

Investigadores de la Universidad de Wirzburg (Alemania) mediante extraccion continua
liguido-liquido, por 48 h a 30 °C con una mezcla de pentano y diclorometano, lograron
aislar los voléatiles de jugo de pifia fresca madura y productos comerciales de pifia,
identificaron alrededor de 130 componentes en los extractos de pifia fresca, corroboraron
el predominio de los ésteres entre los constituyentes y reportaron 2-butanoato de metilo,
3-(metiltio)propanoato de metilo, 2,5-dimetil-4-metoxi-3(2H)-furanona y 2,5-metil-hidroxi-

3(2H)-furanona como los principales constituyentes [11].

No todos los compuestos volatiles reportados hasta el momento, son considerados
directos responsables del olor de la pifia y, en realidad, no se podria aseverar con certeza
cudles de éstos contribuyen al flavor caracteristico de esta fruta; sin embargo, de acuerdo
con los estudios realizados en la Universidad de Yamanashi (Jap6n), se han reportado 12
componentes, como responsables directos del olor caracteristico de la pifia. Estos

compuestos se encuentran relacionados en la Tabla 2.
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Tabla 2. Compuestos responsables del olor en la pifia madura [12].

Compuesto Olor caracteristico
2 — Metilpropanoato de metilo Afrutado —dulce
2 — Metilpropanoato de etilo Afrutado —dulce
2 — Metilbutanoato de metilo Afrutado — manzana
Butanoato de etilo Afrutado
2 — Metilbutanoato de etilo Afrutado
Octanal Citrico — grasas
1-(E,Z)-3,5-Undecatrieno Pifia fresca
B — Damascenona Afrutado —dulce
6 — Octalactona Coco
4-Hidroxi-2,5-dimetil-3(2H)-furanona Dulce —pifia
6 — Decalactona Dulce — coco
Vainilina Vainilla

1.2 MELANOLOMA VIATRIX (Diptera: Richardiidae): NUEVO INSECTO
PERJUDICIAL EN LOS CULTIVOS DE PINA.

Comunmente conocida como la mosca de la pifia, la Melanoloma viatrix, es un insecto de
la familia Richardiidae, del orden Diptera, reportada como habitante de las zonas
boscosas del trépico humedo. En Colombia, se considera como insecto perjudicial del
cultivo de pifia desde 1992, tras su primera aparicion en el Departamento de
Cundinamarca [13]. A partir de alli, se reportdé su presencia en los departamentos de
Antioquia y Santander, asi como en otros paises latinoamericanos tales como Brasil,

Venezuela, Ecuador y Peru.

No se ha determinado como aparecié la mosca de la pifia en Colombia. Posiblemente,
este insecto se encontraba “en equilibrio” con algunas especies arb6reas presentes en las

zonas deforestadas para la implementacion de cultivos de pifia, y debido a las continuas
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deforestaciones y rompimiento del equilibrio, la mosca se desplazé hacia los cultivos de

pifia, proliferandose de forma indiscriminada.

Se ha observado que las poblaciones del insecto disminuyen durante las épocas de
verano e invierno, y se multiplican en los periodos de transicién entre lluvias y sequia.
Tras su aparicion en el departamento de Santander, para el afio de 1993 el ICA, estimaba
gue un 10% del area cultivada de pifia, correspondiente a unas 15.000 Ha, se encontraba

afectado por la mosca.

1.2.1 Biologia y descripcion del insecto. Las primeras descripciones biologicas de la
mosca de la pifia fueron realizadas por Arévalo y Osorio [14], quienes reportaron que el
adulto llega a medir aproximadamente 6 mm de longitud y hasta 1 cm de envergadura
alar. Su cuerpo es de color negro y su térax se encuentra recubierto de

micropubescencias.

En condiciones de laboratorio, la mosca en estado adulto puede vivir hasta 45 dias. El
estado adulto presenta dimorfismo sexual, de forma tal que el abdomen de la hembra
presenta una proyeccion puntiaguda en su parte inferior, correspondiente al estuche del

ovopositor, lo cual permite diferenciar entre macho y hembra (Figura 2).

Figura 2. Dimorfismo sexual en M. viatrix: A. Abdomen de hembra; B. Aparato ovopositor

expuesto. Fuente: Los autores del presente trabajo.

Los huevos son de color blanco, de forma alargada, pueden medir aproximadamente 1,2

mm de largo y, generalmente, son colocados en pequefios grupos.
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Las larvas son vermiformes, de color amarillento, su cuerpo esta formado por 11
segmentos, 3 toracicos y 8 abdominales, en su maxima madurez pueden medir hasta 9.5
mm; su aparato bucal presenta ganchos mandibulares y se reconocen facilmente debido a
la presencia de un par de espirdculos posteriores en la region caudal (Figura 3). Es
posible encontrar larvas, principalmente, entre la cascara y la carnosidad del fruto, siendo

posible también localizarlas, en menor proporcién, cerca al corazén de la pifia.

Figura 3. A. Larvas en sus instares 1, 2 y 3, respectivamente; B. Espiraculos. Fuente: Los

autores del presente trabajo.

La pupa es una capsula cilindrica de color rojizo, de 5 mm de diametro y 1,8 mm de
longitud (Figura 4). No se conocen, por el momento, los sitios de empupamiento del
insecto; sin embargo, en el laboratorio, el empupado ocurre fuera del fruto, por lo cual
Arévalo y Osorio [14] sugieren que al igual que ocurre con las moscas de la fruta de la

superfamilia Tephritoidea, la larva empupe en el suelo.
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C.

Figura 4. Imago que emerge de la pupa. Vistas: A. ventral y B. dorsal. C. Pupas. Fuente:
Los autores del presente trabajo

En frutos colectados, Arévalo y Osorio [14], lograron observar coriones de huevos de la
mosca en la camara floral, lo cual, cotejado con los tiempos de emergencia de adultos,
mas las caracteristicas del ovopositor del insecto, permite a estos autores inferir que
posiblemente, el insecto oviposite en el fruto durante el periodo de apertura de flores, que
ocurre entre los dias 506 y 532 del cultivo, aproximadamente. Sin embargo, no se han
encontrado larvas de M. viatrix en frutos muestreados en el momento del cierre del Gltimo
anillo floral, pero si en frutos cosechados un mes después y en épocas posteriores, caso
en el cual, se estima que los huevos serian depositados en los intersticios o uniones

existentes entre los ojos de la pifia [14].

En el mismo sentido, los estudios realizados por el ICA, referentes a la técnica de
embolsado como alternativa de control, muestran que frutos embolsados al inicio del
periodo de floracion, registran indices del 0% de incidencia de la mosca frente a frutos no

embolsados, que presentaron un 63% de dafio debido al atague de M. viatrix.

Hasta el momento, no se han encontrado reportes referentes al comportamiento sexual de
M. viatrix, sus habitos de cortejo, época, ni sobre el momento del dia en el que ocurre la
cbpula; por lo cual, estas determinaciones correspondieron a la primera fase de desarrollo
del trabajo. Tampoco existen reportes sobre cual de los dos géneros podria ser el posible

emisor de la feromona sexual.

1.2.1.1 Ciclo biolégico de M. viatrix. De acuerdo con lo reportado por el Instituto

Colombiano Agropecuario, el ciclo bioldégico de la mosca de la pifia varia entre 43 y 48
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dias. La Figura 5 representa de forma general, las etapas del desarrollo metamorfico de

M. viatrix.

HUEVO

INCUBACION 5 + 0.76 DIiAS

ADULTO: 8 + 0.5 DIiAS

LARVA: 15.7 + 0.75 DIAS. Tres instares
larvales: a) Instar I: 2 dias; b) Instar II: 5
dias; c) Instar Ill: 8.7 dias

Figura 5. Ciclo de vida de M. viatrix. Fuente: Los autores del presente trabajo.

PUPA: 15 0.5 DiAS

1.2.2 Aspectos sexuales de la familia Richardiidae. Como se ha mencionado, no
existen datos (hasta donde los autores tienen conocimiento) referentes al
comportamiento sexual de M. viatrix. Por lo anterior, una forma de acercarse
someramente a los comportamientos de cortejo de esta mosca es a través de lo que se

conoce sobre otros miembros de esta misma familia.
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La familia Richardiidae es una de las 64 familias perteneciente a la superfamilia
Tephritoidea de las moscas de la fruta, conforma uno de los grupos monofiléticos, junto
con Pallofteridae y Piophilidae, y esta conformada por alrededor de 30 géneros. Acerca de
la sexualidad de las Tephritoidea, se conoce el uso abundante de ornamentos, asi como
de la presencia de estructuras modificadas, especialmente en la cabeza de los machos,
que cumplen funciones de atractores de cortejo [15].

La genitalia de los machos en Tephritoidea también juega un rol comunicativo, ya que
ésta es juzgada por la hembra, que puede escoger con cual de los machos copula;
ademas, segun la familia, el nimero de espermatecas puede variar de 2 a 4, por lo cual,
la hembra puede almacenar esperma de hasta 4 machos, y posteriormente, “decidir’ con

cual de los espermas fecundara sus huevos.

La simplificacion de la genitalia del macho y la reduccion del nimero de espermatecas, en
la familia Richardiidae (tan solo 2), podrian sugerir una disminucién del rol comunicativo
de la exhibicion de la genitalia masculina, como acto de cortejo y un menor control

femenino del esperma [15].

1.3 FEROMONAS SEXUALES: UN METODO ALTERNATIVO PARA CONTROLAR
INSECTOS PERJUDICIALES.

Los semioquimicos (del griego “semeon”, sefial) son sustancias involucradas en los
procesos de comunicacion quimica entre los diferentes organismos. Basicamente, se
destacan dos tipos de semioquimicos: las feromonas (del griego phereum, llevar;
horman, excitar o estimular), que son sustancias quimicas que transmiten mensajes entre
individuos de una misma especie y los aleloquimicos, que son sustancias quimicas
involucradas en la comunicacion entre individuos de diferentes especies, y que de
acuerdo con su efecto se distinguen entre kairomonas, cuando el mensaje quimico
beneficia al emisor, pero no al receptor; alomonas cuando el mensaje beneficia al
receptor solamente, y sinomonas, cuando tanto el emisor como el receptor se ven

beneficiados [16].
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Las feromonas son moléculas organicas producidas por un individuo, y recibidas por el
otro de la misma especie, en este proceso ocurre una reaccion de respuesta, por ejemplo,
un cambio en el comportamiento o en el proceso de desarrollo. De acuerdo con el tipo de
respuesta inducida en el organismo receptor, las feromonas se pueden clasificar como

sexuales, de agregacion, de alarma, marcadoras de trillo y de diferenciacion social [17].

No resultaria posible definir qguimicamente las feromonas, puesto que desde que se
elucidd la estructura molecular de la feromona sexual del gusano de la seda (Bombix
mori), han sido muchas las feromonas descubiertas en todo tipo de animales, abarcando
una gran gama de funciones quimicas y estructuras moleculares, por lo tanto, no se
pueden definir patrones estructurales para este tipo de compuestos. Sin embargo, todas
ellas son moléculas organicas de peso molecular relativamente bajo y volatilidad alta,

derivadas de los acidos grasos o terpenos, fundamentalmente.

Algunas feromonas tienen isémeros Opticos, y su actividad biolégica esta directamente
relacionada con este tipo de isomeria, puesto que el receptor tiene la capacidad de
distinguirlos, y ocasionalmente, un isomero Optico puede inducir un comportamiento
completamente adverso al otro, o simplemente, no generar respuesta. De hecho, algunas
feromonas no corresponden a sustancias Unicas y aisladas, sino a mezclas
multicomponente, en proporciones también relacionadas con la efectividad de la

transmisién del mensaje quimico.

Las feromonas se producen, generalmente, por sistemas glandulares altamente
especializados, en cantidades relativamente bajas (ng 0 pg) y pueden ser biosintetizadas
en el momento de la emisién o con anterioridad, almacenadas y posteriormente liberadas.
La percepcion de estas sefiales quimicas es habitualmente un fenémeno olfatorio de alta
sensibilidad y, en algunos casos, gustatorio, especialmente en animales acuaticos, caso

en el cual la feromona no necesariamente es una sustancia volatil [18].

Los receptores de feromonas estan ubicados en la nariz de los animales superiores y en
las antenas de los insectos; en este Ultimo caso, el proceso de recepcion estd mediado

por la presencia de proteinas en las antenas, las cuales se unen de forma especifica a la
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molécula de feromona, ocasionando variaciones de potencial intracelulares que se

traducen en impulsos nerviosos [19].

Desde que se hizo posible la elucidacion estructural y su posterior sintesis, las feromonas
sexuales de insectos han adquirido gran aplicabilidad en el manejo integrado de insectos
nocivos en cultivos comerciales y mas aun, después de que se han dado a conocer las
grandes desventajas del uso indiscriminado de potentes insecticidas sintéticos, mientras
el empleo de feromonas ha demostrado ser altamente especifico y de menor impacto
ambiental, puesto que pequefias cantidades de feromona pueden cubrir grandes

extensiones de cultivo.

En el manejo integrado de insectos perjudiciales, las feromonas sexuales son utilizadas
con dos enfoques opuestos: la estimulacion y la inhibicion del comportamiento. EIl primer
enfoque utiliza la capacidad de las feromonas para inducir la orientacion de los insectos
hacia una trampa; el segundo, implica la liberacion de feromona sexual en altas
concentraciones al ambiente, lo cual genera la adaptacién de los receptores y del sistema
nervioso central a través de la exposicion continua a ciertos niveles de feromona; esto
inhibe la respuesta a una secrecién posterior proveniente del individuo del sexo opuesto,

debido a la incapacidad de localizar la fuente emisora [20].

Si bien se puede considerar que el mayor uso de las feromonas se ha dado para el control
de insectos perjudiciales en cultivos forestales [21], también existen importantes
experiencias en cultivos perennes, tales como el control de Phthorimaea operculella en
Costa Rica con feromonas sexuales, que logré reducir los dafios en cultivos de papa
hasta en un 45% [22]. Asi mismo, los programas de erradicacién del picudo de la bellota
del algodonorero, Anthonomus grandis, en los cinturones algodoneros de los Estados
Unidos (Mississippi, Louisiana y Texas) que incluyen el control de la reproduccion, la
evaluacion y el monitoreo de trampas cebadas con feromona, esperan haber logrado para
el afo 2010, la erradicacion completa de los picudos de las plantaciones algodoneras.
Esto ha sido posible gracias al empleo de trampas cebadas con grandlure, nombre dado a
los émulos sintéticos de los cuatro componentes de la feromona sexual que el macho
picudo emite a través de sus excrementos, identificada y sintetizada al final de los afios 60

y, que demostrd funcionar como un gran atrayente para la captura de las hembras [22].
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En el valle de Culiacan, México, en 1979, se logré la identificacion de la feromona sexual
del gusano alfiler del tomate, Keiferia licopersicella, que resulté una mezcla 96:4 de
acetato de (E)-4-tridecenilo y acetato de (Z)-4-tridecenilo; se desarroll6 una formulacion
de la feromona de uso comercial, con tal éxito, que para finales de los afios 80, casi la
totalidad de los productores mexicanos de tomate habian adoptado programas de manejo
integrado de plagas, con base en feromonas [22].

En el mismo sentido, los programas norteamericanos de control del gusano rosado de la
bellota Pectinophora gossypiella, se basan en la disrupcién del comportamiento sexual del
insecto a través de la aspersion aérea de gossyplure, la feromona sexual sintética del
gusano rosado de la bellota, compuesta por una mezcla de los isomeros de acetato de (Z,
E)-7,11-hexadecadienilo [23].

1.3.1 Feromonas en Dipteros. Diptera es el segundo orden mas amplio de insectos, con
mas de 125.000 especies descritas, clasificadas en 188 familias, y hoy en dia, se calcula

gue puede existir alrededor de un millon de especies de dipteros.

La presencia de feromonas en Dipteros fue sugerida desde 1915, a partir de los estudios
con Drosophila melanogaster [24]; en 1964 se demostrd la existencia de feromona en
mosca doméstica [25], la cual seria plenamente identificada en 1971 como (Z)-9-tricoseno
[26]. Durante las dos décadas siguientes a este descubrimiento, se logré la elucidacién
guimica de un gran niamero de componentes de feromonas en Dipteros, especialmente de
aquellos de importancia econémica, dejando al descubierto la gran variedad y complejidad
de la comunicacion en Dipteros, asi como una gran diversidad de comportamientos y
caracteristicas de estos insectos asociados con la cépula y el cortejo, tales como

mecanismos visuales, acusticos y tactiles [27].

Entre los dipteros, las feromonas de las moscas de la fruta (pertenecientes la superfamilia
Tephritoidea) son los semioquimicos mas estudiados, dada la importancia econémica de
tales especies; hasta 2007, se reportaron las feromonas sexuales de mas de 30 especies
pertenecientes a esta superfamilia [27]. Igualmente, se ha logrado establecer, que los
estimulos quimicos, auditivos y visuales también juegan un rol importante en el

comportamiento sexual de las moscas de la fruta. EIl cortejo de la Tephritoidea, es un
31



proceso complejo, que puede involucrar varios tipos de movimiento del cuerpo, las alas o
las patas, reflexiones de ultravioleta e incluso la transferencia de un regalo nupcial
(trofalaxis) [15].

En Tephritoidea, las feromonas sexuales son generalmente emitidas por los machos [27],
con excepciones de la mosca del olivo (Batrocera oleae) en la cual, las hembras también
producen y emiten feromonas sexuales compuestas por 4 sustancias con accién
sinérgica, de las cuales 2 son producidos en las glandulas rectales y las otras dos en el
cuerpo del insecto; el componente mayoritario, asi como el de mayor actividad biol6gica
en esta feromona sexual, es el 1,7-dioxaspiro-5,5-undecano; este compuesto, es emitido
por los machos de la misma especie, junto con un caracteristico sonido que también actta
como sefial; sin embargo, este compuesto solo atrae machos y la copula esta

determinada por la eleccion de la hembra [27].

Los machos Tephritoidea, pueden emitir sus feromonas sexuales por inflacion de sus
membranas laterales abdominales, por sudaciéon de sus bolsas anales o por medio del

venteo de sus alas [27].

Es posible encontrar similitud molecular entre los agentes activos de feromonas de
especies con relaciones filogenéticas estrechas, tales como los individuos de un mismo
género, tal y como se presenta con algunas moscas del género Anastrepha y diversos
Lepidopteros [15, 27].

La liberacion o percepcion de las secreciones volatiles en Dipteros, suele estar controlada
por diversos factores tanto internos como externos, especialmente, la edad del adulto, la
disponibilidad de alimento, la presencia del otro sexo, condiciones climaticas y el

fotoperiodo [28].

1.3.2 Técnicas para el estudio de feromonas. Las feromonas se encuentran en
cantidades muy bajas (ng o pg) en el insecto, por lo cual resulta necesario el uso de
técnicas de alta resolucion y sensibilidad para su determinacion [29]. Habitualmente, las

metodologias de analisis requieren tres etapas generales: (a) preparacion de la muestra,
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(b) separacion de los analitos y (c) reconocimiento e identificacion de los agentes

quimicos presentes.

1.3.2.1 Extraccion de feromonas. La seleccion de la técnica para la extraccion de una
muestra de la feromona de un insecto, esta determinada por la cantidad de informacion
gue se tenga sobre la biologia y comportamiento del insecto. Asi, la implementacion de
una técnica dada esta intimamente ligada al conocimiento de factores, tales como: el sitio
de produccion de la feromona (glandulas especializadas, vellos, cuticula, etc.) y momento
de la emision, ya que la feromona puede estar almacenada o ser biosintetizada en un

momento especifico del desarrollo del insecto [30].

Las siguientes son las técnicas mas empleadas para la recoleccion de muestras de

feromonas de insectos:

a. Extraccién con solvente: Se realiza a partir de la homogeneizacién, ya sea de las

glandulas productoras previamente extirpadas, si se conocen, o del cuerpo completo de
los insectos; en ambos casos, el procedimiento requiere de la eliminacion de los acidos
grasos libres de los extractos obtenidos mediante el empleo de columnas de silica o de
florisil [31].

La naturaleza lipidica de las feromonas posibilita su extraccién con hidrocarburos como
pentano o hexano; el hexano, el diclorometano y el éter etilico son considerados los
solventes mas apropiados para la extraccién de feromonas de forma directa, ya que dada
su alta volatilidad permiten la posterior concentracién de la muestra sin exponerla a

temperaturas altas [31].

La evaluacion de diferentes solventes para la extraccidén de la feromona sexual de Plodia
interpuntella (Lepid6ptera), mostré que en este caso el empleo de metanol, de 95% de
pureza, permite obtener extractos menos contaminados con &cidos grasos, que los
obtenidos cuando se emplean otros solventes tales como cloroformo, diclorometano, éter

etilico, hexano, benceno o acetona [32].
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Adicional, a la necesidad de realizar clean up (limpieza) postextraccion, la extraccion con
solvente presenta la dificultad de requerir relativamente grandes cantidades de solvente
[29] y un gran numero de ejemplares del insecto, que en algunos casos puede llegar
incluso a los 50.000 individuos [33].

En la Tabla 3 se relacionan algunos ejemplos del empleo de la extraccion con solvente de

feromonas en dipteros.

Tabla 3. Ejemplos de extraccion de feromonas en dipteros con diferentes solventes [31].

Insecto Sexo P_arte del Solvente Método
insecto
o Gl ORI Soedads e e
neohumeralis productoras R PP
con éter.
Dacus oleae - Glandulas Eter C}Iandulas disectadas y extraidas con
rectales éter durante 24 horas.
Glandulas ) Glandulas colectadas de insectos
Dacus triony M Eter maduros, colectadas en micropipetas
productoras ; .
y extraidas con éter.
Glossina . . o
R e s npodiades a 4C
morcitans '
Lycoriella mali L Todo el Hexano Cuerpo de insectos homogeneizados
insecto en el solvente.
Sarcophaga M Todo el Acetato de Insectos inmovilizados con CO, y
bullata insecto etilo homogeneizados en el solvente.

b. Trampeo de volatiles: Agrupa un conjunto de técnicas de recoleccion de volatiles del

entorno del insecto (en el airborner, segun el término en inglés), empleando trampas
criogénicas o materiales adsorbentes. Generalmente, se trabajan dos técnicas: flujo de

aire pasivo y flujo de aire dinamico.

Flujo de aire pasivo: En 1966, se aisl6 la feromona sexual de Choristoneara fumiferana,
a partir del lavado con éter de las bolsas plasticas donde anteriormente habian sido
depositadas hembras virgenes del insecto [34]. Posteriormente, para evitar la
contaminacion con plastificantes, las bolsas fueron remplazadas por recipientes de vidrio
[35]; de esta forma, ha sido posible aislar las feromonas de diversos insectos, a partir de
los lavados con solvente de los recipientes en los cuales éstas han sido colectadas

durante el periodo de su emisién [31].

34



Flujo de aire dindmico: La técnica consiste en hacer pasar un flujo de aire a través de
los insectos, de modo que arrastre los volatiles presentes, para luego capturarlos
mediante el empleo de una trampa. Se han utilizado tres tipos de trampas diferentes:
criogénicas, frias y materiales absorbentes [31].

El empleo de trampas criogénicas para la captura de feromonas fue reportado por primera

vez en 1974 [35]. La técnica consiste en condensar un flujo de aire proveniente de la
camara donde han sido colectados los insectos previamente, mediante el empleo de
nitrégeno liquido (-170 °C) y, posteriormente, la evaporacion lenta del aire liquido,
guedando la muestra de feromona impregnada en las paredes del recipiente recolector,
de donde puede ser recuperada mediante el lavado con un solvente adecuado (Figura 6).
Esta técnica permitié el aislamiento de la feromona sexual de la mosca del olivo, a partir
de la coleccién del aire circundante de 2000 hembras sexualmente maduras durante 3
horas, en una trampa criogénica; luego de evaporar el aire liquido, la obtencién de la

feromona se logré por lavado del recipiente colector del aire con éter [37].
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Figura 6. Montaje de condensacién para la recuperaciéon de feromonas volatiles [32].
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La feromona sexual de Trichoplassia ni, se obtuvo mediante el empleo de una trampa fria
de bisulfuro de carbono. Se hizo pasar un flujo de aire (150 mL/min, por 10 min) sobre un
lote de hembras vivas y se trampe0d el efluente en 3 mL de bisulfuro de carbono
contenidos en un tubo de vidrio en U y enfriados a -70 °C, con hielo seco y acetona [38].
Un método similar se reportd para la obtencion de la feromona de la polilla gitana, donde
el flujo de aire se recolectdé en 1 mL de hexano, contenido en un tubo de vidrio en U y
enfriado en un bafio de hielo seco con acetona [36].

Cuando se usan resinas absorbentes, el flujo de aire, que ha pasado a través de los

insectos emisores de feromona, es recolectado en una trampa polimérica absorbente.
Posteriormente, la desorcion de los analitos de la trampa se realiza con solvente. La

mezcla se concentra y finalmente, se analiza por cromatografia [29].

Entre los materiales poliméricos de mayor uso en el trampeo de compuestos volatiles del
ambiente figuran el Porapark P, un polimero poroso de estireno y divinilbenceno de
Waters Associates (Framingham, Massachusetts), el carbosieve de Supelco Inc.
(Bellefone, Pensilvania) y el Tenax® GC de Applied Science Laboratories (State College,
Pensilvania). Entre las resinas mas utilizadas se encuentran Porapak Q, un copolimero

del etilvinilbenceno — divinilbenceno, Hysep Q y Super Q [31].

Las feromonas son removidas de las fases absorbentes por lavado con solvente o
extraccion Soxhelt [39], o incluso, usando otros instrumentos como headspace dinaAmico
(purga y trampa) conectado a un cromatografo de gases [40] o un puerto de inyeccion con

temperatura programada [41].

c. Inyeccidn sin solvente: Las técnicas de inyeccién sin solvente permiten la insercion

directa del material bioldgico al interior del puerto de inyeccién del sistema cromatogréafico
(dentro de un liner) [29]. EI método de inyeccion sin solvente, consiste en el
calentamiento de la muestra en la punta de un capilar de vidrio, el cual es empujado a

través del septum en el puerto de inyeccién caliente y operando en modo splitless [29].

36



Esta técnica de muestreo ha sido util, especialmente, para el analisis de hidrocarburos
cuticulares, los cuales resultan de importancia en el caso de insectos que presentan

castas a nivel organizacional [29].

Otro enfoque de esta técnica consiste en la ubicacion del sitio de produccion de feromona,
por ejemplo, en la elucidacion de la feromona sexual de hembras de Mamentra brassicae
[42]. Diferentes partes del insecto fueron disectadas, colocadas en el liner de un inyector

de cromatdgrafo de gases.

d. Microextracciéon en fase sdlida (SPME): La SPME es una técnica relativamente nueva,

consiste en una fibra de silica recubierta con un material absorbente o adsorbente, del
mismo tipo de las columnas cromatograficas, capaz de extraer compuestos organicos
volatiles del headspace de una muestra liquida o sélida. Los compuestos extraidos son
desorbidos por exposicion de la fibra en el puerto de inyeccion del sistema GC. Existen
diferentes tipos de recubrimientos de fibras y su escogencia depende de la polaridad de

los compuestos a muestrear [43].

En los Udltimos afios la SPME, como técnica de extraccidn y concentracion, libre de
solvente, ha resultado de gran utilidad en el estudio y andlisis de feromonas de insectos
de diversos grupos, ya que permite su estudio in vivo, en su habitad natural. EI modo de
empleo de la técnica mas utilizado es el headspace (HS-SPME) y generalmente, se usan

los recubrimientos bipolares o de baja polaridad [44-47].

La SPME se uso0 por primera vez para en el muestreo de feromonas en 1995 [29] durante
el monitoreo del ritmo de emision de feromona de Metamasius hemipterus. El muestreo se
realizd por exposicién de una fibra recubierta con poli-(dimetilsiloxano) (PDMS) durante 5
min a una corriente de aire que habia pasado previamente sobre 6 machos del insecto;

este tiempo de exposicion se obtuvo por optimizacion con una feromona sintética.

Cuando se muestrean mezclas de feromonas u otros volatiles, obtenidos por SPME, su
composicién porcentual no necesariamente corresponde a la composicion porcentual real
[29]. Esto se debe principalmente a factores como la afinidad del recubrimiento por los

analitos y el tiempo de equilibrio entre la muestra y el recubrimiento.
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La SPME también ha sido utilizada en el estudio de precursores de feromona,
especialmente para el muestreo de hidrocarburos cuticulares de insectos y mostré
resultados comparables con los obtenidos por extraccion con solvente o inyeccién sin
solvente [41]; por ejemplo, por exposicion de una fibra de PDMS al headspace de 3 patas
de una reina de Vespa orientalis en un vial de 2 ml cerrado, a 170°C por 5 min, fue posible
extraer todos los hidrocarburos cuticulares presentes. En este caso, el perfil de
hidrocarburos obtenido resulté similar al obtenido con hexano a partir de las otras 3 patas
del mismo insecto [47].

1.3.2.2. Separacion cromatogréafica de feromonas. Dado que la mayor parte de las
feromonas son moléculas relativamente pequefias (BCz) y de baja polaridad, resulta
posible el uso de un gran nimero de fases estacionarias para su separacion por GC. En
general, las fases no polares de derivados de polisiloxano son las mas utilizadas, debido

al amplio rango de uso, su estabilidad térmica y su tiempo de vida largo.

El uso de fases polares puede resultar necesario, en algunos casos, para dar mejor
separacion o para confirmar la identificacion tentativa por comparacion de los indices de
retencidén en diferentes fases [29]. La Tabla 4 relaciona algunos ejemplos de columnas

empleadas en la separacion de feromonas.

Tabla 4. Fases estacionarias empleadas para la separacion de feromonas [29].

INSECTO FASE ESTACIONARIA FEROMONAS
(92)-9-acetato de

DB-5 (5%-Fenil-poli(dimetilsiloxano)

Lucinipola p.17 (50%-Fenil-poli(dimetissiloxano) t(gtzraf;é)e_g'(':‘;tato i
9 Carbowax (polietilenglicol) tetré\decenilo
DB-5 ]
Setothosea  DB-210 (50%- gfﬁcﬁgfoa'deh'dos
asigna poli(trifluoropropil)metilsiloxano) ' y

D-23 (50% poli(cianopropil)metilsiloxano) diinsaturados

Agromiza DB-1 (100%-Fenil-poli(dimetilsiloxano)

frontella Carbowax 3,7-Dimetilnonadecano

La separacion de isbmeros geométricos de acetato de tetradecenilo, componentes
comunes de feromonas de lepiddpteros, ha sido posible mediante el uso de fases

estacionarias de cristal liquido; asi, empleando una serie de derivados para-sustituidos de
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cinamato de colesterilo como recubrimiento, se encontr6 que la habilidad de cada
columna para separar los isébmeros E y Z de acetatos de tetradecenilo, esta
estrechamente relacionada con la posicion del doble enlace en la cadena [29].

De la misma forma, el empleo de fases quirales ha permitido determinar la configuracion
absoluta de algunas feromonas quirales, lo cual resulta de gran importancia, ya que la
actividad biolégica de una feromona puede estar directamente asociada a uno de los
enantiomeros o0 a una relacion especifica entre enantiomeros. Mientras la resolucién de
mezclas de enantiomeros, mediante el empleo de fases convencionales requiere de una
derivatizacion previa, y que estd restringida a ciertos grupos funcionales, las fases
quirales permiten separar un amplio rango de clases de compuestos Opticos, siendo las

mas utilizadas aquellas fabricadas a partir de ciclodextrinas modificadas [29].

1.3.2.3. Deteccidn y elucidacion estructural de feromonas

a. Deteccion convencional: El detector de ionizacion en llama (FID) es el de mayor uso,

debido a la universalidad de su respuesta, su sensibilidad y su amplio rango lineal [29]. En
algunos casos, dependiendo del conocimiento que se tenga de la quimica de los
compuestos en estudio, es posible usar otros detectores tales como el detector selectivo
de nitrégeno-fésforo (NPD), utilizado para cuantificar una feromona pirrolidinica presente
en algunas especies de hormigas cortadoras [48]. Otros detectores GC convencionales,
tales como de conductividad térmica (TCD) y de captura de electrones (ECD), son rara
vez utilizados para el analisis de feromonas debido a la baja sensibilidad del TCD vy, a la
necesidad de presencia de grupos electronegativos en los compuestos detectados por
ECD [29].

b. Deteccién por espectrometria de masas: La espectrometria de masas acoplada a la

cromatografia de gases (GC-MS) es una herramienta poderosa para el analisis e
identificacion de mezclas complejas. El espectrémetro de masas funciona como un
detector con una alta sensibilidad, en el rango de los picogramos y, adicionalmente,
proporciona una gran cantidad de informacion estructural. Asi, la capacidad de resolucién
de la cromatografia de gases combinada con la capacidad del espectrémetro de masas
para identificar sustancias puras, proporciona una excelente herramienta para el analisis

de feromonas, ya que éstas frecuentemente se presentan como mezclas
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multicomponente en matrices complejas, tales como un tejido biolégico. La GC-MS
proporciona espectros que son “huellas digitales” de cada componente, que se pueden
comparar con espectros de bases de datos, para facilitar la identificacion de sustancias
[29].

La GC puede ser acoplada a diferentes tipos de espectrometros de masas directamente,
por medio de una linea de transferencia caliente que conduce la columna capilar a la
fuente de iones, donde la ionizacién de moléculas ocurre por impacto de electrones; o por
ionizacion quimica, usando la combinacion de las dos técnicas. Debido a su bajo costo y
su disefio compacto, el cuadrupolo y la trampa de iones son los analizadores de masas
mas ampliamente utilizados para el analisis de feromonas [29]. Los analizadores de
cuadrupolo tienen la ventaja de dar mayor reproducibilidad del espectro, mientras que los

analizadores de trampa de iones presentan mayor sensibilidad.

En algunos casos, cuando se requiere alta sensibilidad, se emplea la operacién en modo
monitoreo de iones seleccionados (SIM, por sus siglas en inglés), que permite registrar
iones seleccionados con una relacion sefial/ruido mas alta; este método fue empleado
para identificar el componente mayoritario de la feromona sexual de Acleris gloverana a

partir de extractos de las glandulas feromonales de hembras [29].

La informacion estructural suministrada por el espectro de masas no siempre resulta
suficiente para elucidar algunos detalles estructurales, tales como la posicion de los
enlaces dobles en compuestos mono y poliinsaturados, y aunque se han descrito métodos
complejos que mediante el analisis de la cantidad relativa de algunos iones producidos en
el espectro de masas permiten la localizacion de enlaces dobles en aldehidos
monoinsaturados, acetatos y alcoholes, para el andlisis de feromonas ha resultado mas
frecuente el uso de microrreacciones de derivatizaciéon (Tabla 5), que facilitan la

elucidacion de detalles estructurales especificos [29].

Una alternativa para localizar enlaces dobles, es la ionizacidon quimica; por ejemplo,
cuando se usa la mezcla de nitrégeno, bisulfuro de carbono y metilvinil éter, como

agentes de ionizacion quimica de alquenos de cadena larga, se forman dos iones de
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ciclobutano, cuya disociacion proporciona dos iones de vinil éter formados a partir de la

ruptura del doble enlace; asi el andlisis estructural de éstos puede conducir a la

elucidacion de la posicion del enlace doble [29]. También el acetonitrilo [49], el 6xido

nitrico [50] y el cation terc-butilo [51], han sido utilizados como agentes de ionizacion

guimica capaces de revelar la posicién de los enlaces dobles.

Finalmente, el sistema GC-MS también ha sido utilizado en el estudio de las rutas

biosintéticas de feromonas, ya que la espectrometria de masas permite el uso e

identificacion de derivados marcados isotépicamente [52].

Tabla 5. Algunas microrreacciones de uso frecuente para la elucidaciéon estructural de

feromonas [29]

REACCION DESCRIPCION UsoO
. ., . . Determinacion del
Reduccién H|droge'n,aC|on cf’_:\ta_llzada con paladio. grado de instauracion
Reduccion con diimida.
de una feromona.
Burbujeando ozono en la solucién de la feromona a
bajas temperaturas (-50 a -78°C) y por reduccién del Determinacién de la
Ozonolisis o0zénido formado con dimetilsulfito o trifenilfosfina, se  posicion de los

Epoxidacion

Derivatizacion
quiral

Derivacion de
ésteres

Derivacion de
acidos
carboxilicos

obtienen dos aldehidos por rompimiento del doble
enlace en la molécula inicial.

La reaccién del compuesto insaturado con acido m-
cloroperoxibenzéico (m-CPBA) ocasiona la formacion
de una funcién epodxido en la posicibn donde se
hallaba el doble enlace

La reaccién de una feromona quiral con un reactivo
homoquiral especifico produce diasteroisémeros,
separables por GC sobre fases aquirales. Se han
descrito reacciones de derivatizacion homoquiral
para alcoholes, lactonas e hidroxiacidos.

La saponificacion de feromonas que contienen el
grupo éster, produce los correspondientes acidos y
alcoholes, identificables por MS.

Saponificacion con hidruro de aluminio y litio da una
mezcla de alcoholes.

Oxidacion con trioxido de cromo sobre zeolitas
produce las correspondientes cetonas, identificables
por MS gracias a su caracteristico reordenamiento de
McLafferty.

Metilacién con
ésteres metilicos.

la correspondiente formacion de

enlaces dobles.

Determinacion de la
posicion de los
enlaces dobles.

Determinacion de la
configuracién
absoluta de los
centros quirales

Localizacion del
grupo acetato a lo
largo de la cadena
carbonada

Aumento de la
volatiidad de las
sustancias para su
analisis GC.
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c. Deteccibn por espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier: La

combinacion de la cromatografia de gases con la espectroscopia de infrarrojo con
transformada de furrier (GC-FT-IR) ha sido menos utilizada que la combinacion GC-MS
para el analisis de feromonas. Esta técnica, también proporciona informacién estructural
valiosa y es particularmente usada en la identificacién de configuraciones isoméricas [29];
asi, la aplicaciébn mas relevante de la GC-FT-IR es la determinacion de la isomeria
geométrica de los alquenos, tal como ilustra la elucidacién estructural de la feromona de

alarma de Tortonia sp [53].

La GC-FT-IR también es de gran importancia, tanto en la determinacién de los grupos
funcionales presentes, como para confirmar su ausencia, como ocurri6 en la
determinacion de la estructura de la feromona sexual de Acrolepiopsis ascetella, cuando
la aparicion de bandas de absorcién Gnicamente alrededor de los 2900 cm™, permitid

determinar la naturaleza hidrocarbonada de todos los enlaces presentes.

d. Deteccion por reqistro electroantenografico: La electroantenografia (EAG) es una

técnica neurofisiolégica que permite monitorear la percepcién de un semioquimico por un
insecto. Una antena del insecto se conecta a un par de electrodos de plata y se expone a
una corriente de aire con la feromona, la polarizacién de la antena genera una diferencia
de potencial entre los electrodos, que puede ser registrada y amplificada [54]. En el
montaje experimental basico (Figura 7), el flujo proveniente de la columna cromatografica
se divide entre los sistemas EAG y FID, proporcionando una deteccion simultdnea,

especifica (EAG) y una sefial total (FID) de los compuestos eluidos.
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Figura 7. Representacion esquematica del sistema para determinacion por EAG de

feromonas [29]

El sistema GC-EAG-FID ha sido ampliamente utilizado en el estudio de feromonas, ya que
permite la identificacion de los analitos con actividad biolégica en cromatogramas
complejos; sin embargo, es de resaltar, que la técnica no indica el tipo de actividad
bioldgica (atrayente sexual, feromona de alarma, etc.) propia del compuesto monitoreado,

lo cual requiere de bioensayos de comportamiento.

A modo de ejemplo, la Figura 8 presenta los registros simultdneos por FID y EAG del
headspace de machos sexualmente maduros de la mosca mediterranea de la fruta
Ceratitis capitata; de los compuestos registrados en el cromatograma, sélo cinco
mostraron actividad en el EAG y de éstos, uno no atraia a las hembras durante los

bioensayos de comportamiento.
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Figura 8. Registro cromatografico de volatiles de C. capitata, usando simultaneamente

deteccién por FID y EAG con antenas de hembra [40].

Finalmente, el empleo de columnas quirales en el sistema GC-EAG-FID, ha permitido

determinar la especificidad de enantiomeros en la recepcion de feromonas [40].

e. Deteccion por registro de una célula uUnica: Aunque la EAG es una herramienta

poderosa, es posible obtener conocimiento mas detallado de la percepciéon de un
semioguimico por un insecto, monitoreando la respuesta de una célula olfatoria de forma
individual, ya que los insectos poseen células especializadas para diferentes feromonas, y
diferentes componentes en una mezcla feromonal. De forma tal, que esta técnica
acoplada a la cromatografia de gases proporciona una deteccién especifica para asignar
actividad neurofisiolégica a los componentes de una feromona. El sistema experimental
basico es similar al GC-EAG-FID, pero los electrodos de plata son sustituidos por un par

de microelectrodos de tungsteno. Uno de los electrodos es normalmente colocado en el
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aparato bucal del insecto y el electrodo de registro en la base de un sensilla antenal,
usando micromanipuladores. Las respuestas celulares son monitoreadas con un
osciloscopio, que puede registrar el cambio en el comportamiento de una célula cuando

es estimulada por una feromona.

1.4 PERFIL LIPIDICO: POSIBLES PRECURSORES EN LA BIOSINTESIS DE
FEROMONAS.

Tal y como ocurre con otros ordenes de insectos, en Dipteros se conoce mas sobre la
biologia y quimica de las feromonas sexuales que lo que se ha logrado establecer sobre
su origen biosintético. Se conocen dos reportes sobre la biosintesis de feromonas en la
mosca doméstica (Musca domestica) y en la mosca tse-tse (Glossina morsitans
morsitans). En estos casos, en ambos insectos, las feromonas sexuales estan
estrechamente relacionadas con los hidrocarburos componentes de la capa cerosa
epicuticular. Schlein y colaboradores [55] reportaron que, en estas dos moscas, las
feromonas se producen por una glandula unicelular en las patas de la hembra; sin
embargo, posteriormente, se logré determinar que en el caso de la mosca doméstica la
biosintesis ocurria en el integumento abdominal y luego, la feromona se transferia a las

patas del insecto [56].

La mayoria de los dipteros carecen de glandulas feromonales especializadas; no
obstante, la sintesis de feromonas ocurre a través de una ruta sintética muy similar a la

gue se lleva a cabo en la produccion de los lipidos cuticulares [56].

Varios casos se conocen sobre la relacion entre los lipidos cuticulares del insecto y sus
feromonas sexuales, e incluso, se ha logrado demostrar dimorfismo sexual, en lo
referente a la composicion en clase y cantidad de lipidos cuticulares presentes, asi como

el cambio del perfil lipido cuticular y el alcance de la madurez sexual del insecto [36, 43].
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2. PARTE EXPERIMENTAL

Dado el objeto del trabajo, el desarrollo experimental comprendié dos enfoques: (1)
identificar quimicamente las secreciones volatiles de M. viatrix y establecer su relacion
con la madurez sexual del insecto, determinar un posible portador del mensaje sexual en
las moscas de la pifia; (2) realizar el estudio de la variacion de los componentes volatiles
presentes en la pifia en funcién de su proceso de maduracion, buscando alguna diferencia
en los volatiles presentes para el periodo reportado como época posible en que se
produce el ataque de M. viatrix.

2.1 MATERIALES, REACTIVOS Y EQUIPOS DE LABORATORIO

Los solventes y reactivos empleados durante este trabajo, fueron de grado “analitico”.
Las casas distribuidoras, asi como el grado de pureza de los reactivos, se relacionan en la
Tabla 6.

Tabla 6. Casas distribuidoras y grado de pureza de sustancias quimicas utilizadas en este

proyecto.

REACTIVOS PUREZA, % CASA DISTRIBUIDORA

Mezcla certificada de FAME’s (GLC 10,
GLC 50, GLC 70, GLC 80, GLC 100)
Complejo de trifluoruro de boro en
metanol (BF3/CHsOH)

n —Hexano 99.9

99,8 Matreya, Inc. Pennsylvania, EE.UU.

14 Merck, Hohenbrunn, Alemania.

Mallinckrodt Baker, Inc., Phillipsburg,
NJ, USA.

Metanol 99.8 Riedel — de Haén, Seelze, Alemania.

A continuacién, se describen los materiales y equipos, empleados en el presente

proyecto:
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Materiales

e Tubos coénicos de poli(propileno) de 1,5 mL (BRAND, Postfasch 1155. D 97864
Wherteim, Alemania);

e Viales ambar estandar de 4 mL para SPME;

e Viales estandar de 20 mL para headspace;

e Fibras para SPME con recubrimientos de PDMS/DVB, 65 um (Supelco Inc., Bellefonte,
EE.UU.);

e Baldn de fondo redondo de 50 mL (BRAND).

Equipos

e Dispositivo para montaje de fibras para SPME con recubrimientos de PDMS/DVB, 65
pm (Supelco Inc., Bellefonte, EE.UU.);

e Plancha de calentamiento, con agitaciéon magnética (SCHOTT MR 1065, Schott —
Gerate Gmb, D — 65719, Hofheim/ Alemania);

¢ Rotoevaporador;

¢ Bafio de ultrasonido (Ultrasonic LC — 20H, Elma — Singen/ Alemania);

e Balanza digital (Startius Basic, + 0,005 g, Alemania);

e Balanza analitica (AG285 METTLER TOLEDO, + 0,00001 g, Suiza).

2.2 ANALISIS DE LAS EMISIONES VOLATILES DE LA MOSCA DE LA PINA,

Melanoloma viatrix.

2.2.1 Obtencion de ejemplares de la mosca. Los ejemplares adultos se obtuvieron a
partir de larvas encontradas en pifias infestadas por M. viatrix. La pifia que estaba
contaminada con larvas de M. viatrix, presentaba coloracion marrén y ablandamiento. Al
abrir el fruto, se observaba que en los sitios con larvas, se encontraban orificios formando
caminos, que se presumia, habian hecho las larvas mientras se alimentaban vy
desplazaban (Figura 9).
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Figura 9. A. Pifia madura infestada de larvas de M, viatrix. B. Dafios ocasionados por las

larvas. Fuente: Los autores del presente proyecto.

Las larvas que se encontraban en el tercer instar de su desarrollo, se reconocian por su
tamafo, su color amarillo y la tendencia de agarrarse de los espiraculos con los ganchos
mandibulares y soltarse repentinamente, con saltos de hasta 50 cm de altura; se ubicaron
en una camara de empupamiento cargada con arena estérii himeda, donde se
desarrollaba la pupa vy, finalmente, surgian las moscas. El sustrato de empupamiento fue

arena fina esterilizada (Figura 10).

F

Figura 10. Camaras para empupamiento de larvas M. viatrix. Fuente: Los autores del

presente proyecto.
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Los ejemplares del insecto fueron criados en jaulas de madera y malla de tela tul (Figura
11), y fueron alimentados bajo diferentes regimenes dietarios, que incluyeron: pifia

madura, proteina hidrolizada, leche en polvo, azlcar y agua.

Figura 11. Jaulas de cria en el laboratorio de M. viatrix. Fuente: Los autores del presente

proyecto

2.2.2 Observaciones preliminares. Una vez obtenidas las moscas adultas, éstas
estuvieron bajo observacion durante 25 dias después de su emergencia pupal, de 7 a.m.
a 5 p.m., con el fin de determinar el momento en que ocurriria la cépula, asi como indicios

del género emisor de la feromona sexual.

Se hizo seguimiento de las emisiones de volatiles de las moscas, distribuidas en dos
grupos: machos y hembras. El muestreo de las emisiones volatiles de dichos insectos, se
realizé por SPME in vivo, utilizando una fibra con recubrimiento de poli(dimetilsiloxano)-
divinilbenceno (PDMS/DVB) de 65 um (Supelco, Inc., Bellefonte, PA, EE.UU.), en modo
de espacio de cabeza; se tomaron muestras de 8 a.m. a 4 p.m., durante el periodo de

desarrollo fisiol6gico de las moscas.

Los analitos saturados sobre la fibra se desorbieron en el puerto de inyeccién de un
cromatoégrafo de gases (GC) modelo HP 5890 Series Il (Hewlett-Packard, Palo alto, CA,
EEUU.), a una temperatura de 250 °C por 10 min. La inyeccidn se realiz6 manualmente,
en el modo splitless. Para la separacion de los analitos de interés, se utilizé una columna
capilar de silice fundida DB-5, de fase estacionaria de 5%-fenil-poli(dimetilsiloxano) [60 m
X 0.25 mm (d.i.) x 0.25 um (f.e)] (Y & W Scientific, Folsom, CA, EE.UU.)). La

programacion de temperatura de la columna fue de 45°C por 5 min, 4°C/min hasta 150°C
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(2 min) y a 5°C/min hasta 250°C (5 min). EI GC estuvo acoplado a un detector de
ionizacion de llama (FID).

2.2.3 Monitoreo de volatiles de insectos adultos de M. viatrix. Después de las
observaciones preliminares realizadas, se determind el momento en que copularon los
insectos. Posteriormente, se procedié a realizar el monitoreo in vivo de los volatiles
emitidos por las moscas sexualmente maduras (machos y hembras por separado), por
medio de la técnica SPME, utilizando una fibra con recubrimiento de poli(dimetilsiloxano)-
divinilbenceno (PDMS/DVB) de 65 pm; la fibra se expuso en modo de espacio de cabeza
por 15 min, al entorno de los insectos (Figura 12).

Figura 12. Muestreo in vivo de insectos de M. viatrix por medio de la técnica SPME,
utilizando una fibra con recubrimiento de PDMS de 65 um. Fuente: Los autores del

presente proyecto.

La desorcién de los analitos de la fibra se realiz6 en el puerto de inyecciéon de un
cromatégrafo de gases (GC) modelo HP 5890 Series Il (Hewlett-Packard, Palo alto, CA,
EE. UU.), a una temperatura de 250 °C por 10 min. La inyeccion se realizé manualmente,
en el modo splitless. Para la separacion de los analitos de interés, se utilizd una columna
capilar de silice fundida DB-5, de fase estacionaria de 5%-fenil-poli(dimetilsiloxano) [30 m

x 0.25 mm (d.i.) x 0.25 uym (f.e.)] (Y & W Scientific, Folsom, CA, EE.UU.). La
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programacion de temperatura para la columna fue 45°C por 5 min, 4°C/min hasta 150°C
(2 min) y a 5°C/min hasta 250°C (5 min). El GC estuvo acoplado a un detector selectivo
de masas (Hewlett—Packard modelo HP 5972) con sistema de ionizacion por impacto de
electrones (70 eV), temperatura de la camara de ionizacion de 180 °C y un analizador
masico cuadrupolar, operado en el modo de barrido completo de radiofrecuencia (full
scan) desde 40 hasta 400 unidades de masa (m/z).

El reconocimiento de los compuestos volatiles se realizé con base en sus espectros de
masas experimentales y por comparacion con espectros de las bases de datos (NIST,
Wiley, Adams).

2.2.4 Extraccion y cuantificacién de acidos grasos.

2.2.4.1 Extraccion de grasa: La extraccion de grasa de ejemplares de la mosca M.
viatrix, se llevd a cabo empleando el método propuesto por Folch y colaboradores [57],
como sigue: en un balon (50 mL) de fondo redondo, se colocaron moscas machos
muertos (1 g), previamente maceradas y homogeneizadas. Luego, la muestra fue
sometida, dos veces, a extraccion con solvente asistida por ultrasonido durante 15 min
(Figura 13). Se utiliz6 una mezcla (40 mL) de cloroformo: metanol en proporcion 2:1; los
extractos obtenidos se lavaron con agua (10 mL), luego se concentraron a sequedad,
inicialmente, en el roto evaporador y, posteriormente con un flujo de nitrégeno, obteniendo

asi, el material lipidico de los ejemplares macho de M. viatrix.

Figura 13. Extraccion de &cidos grasos de ejemplares machos de M. viatrix. Fuente: Los

autores del presente trabajo.
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2.2.4.2 Conversion de los 4cidos grasos a sus ésteres metilicos: El analisis de los
FA's, se realizé6 mediante la obtencion de sus ésteres metilicos, de acuerdo con la horma
ISO 5509, como sigue:

Los lipidos obtenidos previamente, se colocaron en un tubo de ensayo, al cual se le
adiciond trifloruro de boro al 14% en metanol (5 mL), la mezcla con agitacion contante, se
sometié a calentamiento en un bafio de aceite a 85°C durante 45 min. Finalizada la
transesterificacion, se realiz6 la extraccion de los ésteres metilicos de acidos grasos
(FAME’S, por sus siglas en ingles) lavando la mezcla de reaccion tres veces con hexano
(1 mL x 3). Del extracto organico se tomaron 0.5 mL, la mezcla se afor6 a 1 mL con

hexano y se inyecté la solucién (0.2 uL) al cromatografo para su analisis.

Se utiliz6 un cromatégrafo de gases modelo HP 5890 Series Il (Hewlett-Packard),
equipado con un puerto de inyeccion split/splitless (relacién de split 30:1). Para la
separacion de los analitos se utilizé una columna capilar de silice fundida DB-5, de fase
estacionaria de 5%-fenil-poli(dimetilsiloxano) [60 m x 0.25 mm (d.i.) x 0.25 uym (f.e.)]
(Hewllet-Packard, Little Falls, PA, EE.UU.). Se emple6 un detector de ionizacién en llama
(FID).

2.2.4.3 Identificacién de los acidos grasos: La identificacion de los acidos grasos (FA’s,
por sus siglas en ingles) en la muestra, se realizd por comparacién de los tiempos de
retencidn (tr) de sus ésteres metilicos, con los de una mezcla certificada de FAME’s
(GLC10, GLC50, GLC70, GLC80 y GLC100), adquirida de Matreya, Inc., Pennsylvania,
EE.UU. Los patrones se analizaron bajo las mismas condiciones cromatogréaficas de las

muestras.

2.2.4.4 Cuantificacion de acidos grasos: La cuantificacion de los &acidos grasos, se
realizd por normalizacion simple, mediante la determinacion del porcentaje que representa
el area de pico de cada éster metilico, con relacién al area total resultante de la sumatoria

de areas de todos los picos.

El mismo procedimiento se llevé a cabo para la determinacion del perfil de acidos grasos

de moscas hembras.
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2.3 OBTENCION Y ANALISIS DE LOS VOLATILES DEL FRUTO DE PINA (Ananas
comosus), EN DIFERENTES ETAPAS DE SU MADURACION

2.3.1 Recoleccion de las muestras. Los frutos requeridos fueron adquiridos en las
veredas Palonegro, el Santero y la Aguada del Municipio de Lebrija, Santander. Se
recolectaron muestras (10 kg) de 3 edades de la planta: 520 dias (floracion), 580 dias
(post-floracién) y 640 dias (pifia madura)’. Las muestras fueron recolectadas en
diferentes sembradios de la zona, de forma aleatoria, dada la irregularidad de crecimiento

en los cultivos.

2.3.2 Microextraccién en fase sélida en el modo headspace: Para determinar las
mejores condiciones de extraccion de los volatiles de la pifia, se utiliz6 como
recubrimiento de fibra PDMS-DVB de 65 um. Las variables evaluadas fueron la
temperatura la muestra y el tiempo de exposicion de la fibra. Para la determinacién del
tiempo, se expuso la fibra a los vapores de la muestra durante 5, 15 y 30 min,
manteniendo la temperatura constante; las temperaturas usadas fueron: 25, 45, 60 y

80°C. Las fracciones volatiles aisladas por HS—SPME se analizaron por GC-FID.

2.3.3 Seleccion del tiempo y temperatura de extraccion: Se picé y se homogeneizé la
pulpa y la cascara de pifia madura (1 kg). Haciendo uso de un extractor de jugos, se
obtuvo el zumo del fruto, el cual se centrifugd y se filtrd para retirar la fibra. Se tomaron 15
g del filtrado en un vial para headspace de 20 mL, se adicion6 NaCl al 10%, y se sellé
herméticamente. Las muestras se dejaron en pre-equilibrio por 15 min. Posteriormente,
el vial se colocd en un bafio de aceite a la temperatura de prueba (27, 45, 60 y 80°C),
manteniéndose constante el tiempo para cada temperatura. Luego, a los vapores de la
muestra se expuso una fibra para SPME con recubrimiento de poli(dimetilsiloxano)-
divinilbenceno (PDMS/DVB) de 65um, en modo de espacio de cabeza, durante el tiempo
fijo (5, 15 6 30 min).

La desorcion de los analitos de la fibra, se realiz6 luego en el puerto de inyeccién del

cromatégrafo de gases, a una temperatura de 250°C, durante 10 min. Se utilizé un

1 , . , .
Los dias se calcularon a partir del dia en que se sembraron los colinos.
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cromatdgrafo de gases Agilent 7890A (Agilent Technologies, Miami, Florida, EE.UU.), con
detector de ionizacion en llama (FID) operado a 250°C y con flujos de aire e hidrégeno de
300 y 30 mL/min, respectivamente. Se utilizé6 una columna de silice fundida DB-5, de
fase estacionaria 5%-fenil-poli(dimetilsiloxano) [30 m x 250 pum (d.i.) x 0,25 pm(f.e.)]. La
programacion de temperatura para la columna fue desde 45°C por 5 min, a 4°C/min hasta
150°C (2 min); 5°C/min hasta 250°C (5 min).

2.3.4 Analisis de los volatiles de la pifia (Ananas comosus) por GC-MSD: Con base
en las condiciones de temperatura y tiempo de extraccion escogidos en el Numeral 2.2.3,
se realizé la extraccion de los volatiles de las pifias en tres estados (490, 520 y 630 dias
posterior a la siembra de los colinos), exponiendo la fibra de SPME, con recubrimiento de
PDMS-DVB. La muestra se prepard siguiendo el procedimiento mencionado en el

numeral anterior.

La desorcion de los analitos de la fibra se realizé6 en el puerto de inyeccién del
cromatografo de gases, a una temperatura de 250°C durante 10 minutos. Se utilizd un
cromatografo de gases modelo HP 5890 Series Il (Hewlett-Packard, Palo Alto, CA,
EE.UU.), la inyeccién se hizo de forma manual en modo splitless. Para la separacion de
los analitos se utilizé una columna capilar de silice fundida HP-5, de fase estacionaria de
5%-fenil-poli(dimetilsiloxano) [30 m x 0.25 mm (d.i.) x 0.25um (f.e.)] (Hewlett-Packard,
Little Falls, PA, EE.UU.). El GC fue acoplado a un detector selectivo de masas Hewlett-
Packard, modelo HP 5972, con sistema de ionizacién por impacto de electrones (70 eV),
temperatura de la cdmara de ionizacion 180°C y un analizador masico cuadrupolar

operado en modo full scan desde 40 hasta 400 unidades de masa (m/z).
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 EMISION DE COMPUESTOS VOLATILES DE LA MOSCA DE LA PINA M. viatrix.

3.1.1 Obtencién de ejemplares. El periodo de empupamiento de las larvas de M. viatrix
varié entre 19 y 24 dias. La tasa de natalidad promedio fue del 50%. La proporcion
promedio de nacimiento entre machos y hembras fue de 2:1. El tiempo de vida maximo
de los ejemplares en cautiverio fue de 45 dias. La Tabla 7, presenta estos resultados en
forma detallada. No se observaron diferencias en el color o tamafio de los ejemplares,
segln su sexo Yy, en cuanto a evidencias de dimorfismo sexual, s6lo se observé la
elongacién del extremo abdominal presente en las hembras Unicamente, correspondiente

al oviescapo (Figura 2).

Tabla 7. Resultados de los ensayos realizados para la obtencion de ejemplares adultos

de M. viatrix.
Total de Tiempo en NUmero de Nimero de Tiempo maximo de
Lote Tit::n%?;zglsas adultos epsljzgf hembras machos sobrevivencia en estado
obtenidos (dias) obtenidas obtenidos adulto (dias)

1 352 168 20-21 116 62 45

2 136 72 19-21 46 26 3

3 114 56 19-20 37 19 3

4 208 95 19-21 64 31 3

5 120 43 19-21 27 16 4

6 138 55 20-21 37 18 3

7 107 68 20-21 48 20 4

8 73 34 19-20 22 11 23

De 8 intentos de cria realizados para obtener ejemplares de la mosca en cautiverio, sélo
en dos ocasiones se logré6 mantener los insectos vivos hasta su madurez sexual, en los 6
intentos restantes, las moscas no sobrevivieron después de 3 dias de haber emergido de

la pupa.
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Con el fin de determinar las posibles causas de muerte de los insectos se realizaron
cambios, en el sitio de crianza, de las jaulas de cria y del régimen alimenticio. Al cambiar
el lugar de crianza, no se aumenté el grado de sobrevivencia de los insectos. Con
respecto a la variacion en la dieta, los dos primeros lotes de insectos fueron alimentados
con trozos de pifia madura y proteina hidrolizada, en el primer lote, los insectos
sobrevivieron y, en el segundo, las moscas murieron después del tercer dia de haber
emergido de la pupa. El tercer lote fue alimentado sélo con pifia, ya que se consideré que
la proteina hidrolizada pudiera estar contaminada y ésto fuera la posible causa de las
muertes; sin embargo, los insectos continuaron muriendo de forma masiva. Debido a
ésto, se penso que era la pifia utilizada en la alimentacion la que estaba contaminada con
algun insecticida y, dado que Melanoloma viatrix, €s una mosca perteneciente a la familia
de las moscas de la fruta, se intenté alimentar los lotes con trozos de otras frutas, pero no

se observo mejora en el grado de sobrevivencia de los insectos.

Como ultima opcion, se decidi6 cambiar la dieta por una mezcla de leche en polvo y
azucar, tal como lo sugirié el profesor Alfonso Villalobos, codirector del presente trabajo.
Pese a ésto, s6lo uno de cuatro lotes sometidos a este régimen alimenticio logré
sobrevivir mas all4 de los tres dias post-emersién pupal y alcanzar la madurez sexual.
Finalmente, no se encontrd ninguna relacion entre el tipo de alimento suministrado y la
sobrevivencia de los insectos y no se logré determinar las causas del deceso masivo de

los insectos.

3.1.2 Observaciones preliminares. Sobre algunos comportamientos de rutina se
observé lo siguiente:

¢ El horario de alimentacion de los insectos fue, preferiblemente, entre las 7y 9 a.m.

¢ Hacia las horas de la tarde (alrededor de las 5:00 p.m.), los insectos se agregaban,
organizandose en filas para disponerse a dormir.

¢ Durante el dia los insectos tomaban un color tornasolado al exponerse a la luz solar.

e La coOpula se presentd entre los 12 y 13 dias posteriores a la emersion pupal (Figura
14), entre laly 4 p.m. Momentos previos a la cépula, se observd al macho y a la hembra

ubicarse uno frente al otro por varios minutos, con un constante balanceo alar, asi como
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la formacion de una burbuja de color amarillo en el aparto bucal tanto en machos como en

hembras.

3.1.3 Monitoreo de compuestos volatiles emitidos por los insectos adultos de M.
viatrix. Se emple6 como técnica de extraccion de analitos la SPME en modo headspace.
Los insectos fueron muestreados in vivo, entre las 8 am. y las 4 p.m. No se detecté
ningun compuesto que indicara la emisién de alguna sustancia volatil producida por los

insectos, en ninguno de los dos géneros antes del dia 11.

En los dias 11, 12 y 13 después de emerger de la pupa, se detectd una sefial proveniente
de los ejemplares machos; para las hembras no se observé ningln registro

cromatografico.

Figura 14. Moscas copulando el dia 12 después de haber emergido de la pupa. Fecha: 7

de enero de 2009. Fuente: Los autores del presente proyecto.

No fue posible establecer si la sustancia detectada, emitida por los machos durante el
periodo de la coépula, correspondia o no a la feromona sexual de la M. viatrix. Sin
embargo, la emision de esta sustancia coincidié con la observacion del comportamiento
sexual, fue horas previas a la copula y con los reportes de la literatura que han
determinado que lo comUn en moscas de la fruta es que la feromona sexual sea liberada

por los machos [27].
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Antes de iniciar los ensayos con los ejemplares de la mosca, se realizaron blancos de la
fibra y del vial. En estos ensayos, los cromatogramas obtenidos no presentaron picos que
indicaran la presencia de posibles interferencias en el muestreo de volatiles (Anexo 1).
De igual manera, en el Anexo 2 se presenta el cromatograma obtenido para el muestreo
de los compuestos volatiles emitidos por ejemplares de hembras de M. viatrix, donde no

se observan picos que indiquen algin compuesto.

En la Figura 15 se observa el cromatograma que muestra la sefial de una sustancia
emitida por los ejemplares machos durante el periodo previo a la cépula. Al hacer
seguimiento al compuesto volatil, se encontr6 que dicha sustancia era liberada entre las
10 am. y las 4 p.m., de forma tal, que el pico cromatografico presentd su mayor

intensidad entre las 11:00 a.m. y 12:00 m.

El indice de retencion calculado para este compuesto, utilizando una columna DB-5, fue
de 1137, valor que se encuentra entre los asignados a los hidrocarburos saturados
lineales undecano y dodecano, cuyos indices de retencion son respectivamente 1100 y
1200. Este pardmetro ha de servir como criterio para el reconocimiento de la sustancia
emitida, por comparaciéon con los indices de retencion reportados en las bases de datos

(NIST, Adams, Willey), para columnas cromatograficas de las mismas caracteristicas.

—

10 15 20 2I5 Tiempo, min.
Figura 15. Cromatograma del compuesto obtenido por HS-SPME (PDMS/DVB, 65 pm), al

muestrear in vivo los volatiles emitidos por ejemplares machos de M. viatrix. Condiciones

cromatograficas: columna DB-5 (30 m). Inyeccion manual en modo splitless. Detector de MS (El,
70 eV).
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Con el fin de determinar la naturaleza quimica de la sustancia emitida por los ejemplares

machos del insecto, se obtuvo su espectro de masas (Figura 16).

Abundancia, %
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Figura 16. Espectro de masas (El, 70 eV) del compuesto emitido por los machos de M. viatrix,
aislado por HS-SPME.

En este espectro de masas, se presume, que el ion molecular (M™) es el pico en m/z 170,
gque estaria acompafiado del ion isotdpico (M+1) en m/z 171. No se aprecian los iones
isotopicos M+2 y M+4, que pueden indicar la presencia de heterodtomos en la molécula,

como cloro, bromo, azufre o silicio.

De acuerdo con la regla del nitrégeno, y teniendo en cuenta que el ion M™ tiene masa par,
es correcto afirmar que la molécula no posee nitrdgeno o puede tener un nimero par de

atomos de nitrégeno.

Para establecer una posible férmula molecular, se puede empezar determinando la
probabilidad isotdpica de M+1 con respecto a M™, de acuerdo con las intensidades de los

picos en el espectro de masas, las cuales se presentan en la Tabla 8.

Tabla 8. Espectro de masas del compuesto emitido por los machos de M. viatrix (El, 70

eV). Se presentan los iones con la intensidad relativa | 2 1%.

miz (I, %)
39(5), 41(12), 42(4), 43(11), 53(4), 54(11), 55(32), 57(100), 68(7), 71(19), 76(7), 81(18), 82(2),

84(3), 86(6), 92(2), 94(4), 95(12), 96(12), 97(14), 98(6), 108(2), 111(9), 112(2), 114(8), 126(14),
128(9), 170(15), 171(2)
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La probabilidad isotépica se calculé como sigue:

[M+1

= (# atomaos de C)(1,%)

Con base en esta ecuacion, se puede estimar el nimero de atomos de carbono que

probablemente se encuentran en la molécula:

TR 100 = (#dtomos C) —> 151 100 =12

Por lo anterior, se puede concluir que el compuesto posiblemente tenga 12 atomos de
carbono, los cuales, contribuyen con una masa de 144 (12 atomos C x 12 u.m.a). Esto

deja 26 unidades de masa.

Con base en la informacién anterior, se puede descartar la presencia de nitrdgeno en la
molécula, ya que se necesitaria un nimero par de éstos atomos, lo cual sumaria 28
unidades de masa y sé6lo se dispone de 26. Adicionalmente, en el espectro de masas
obtenido no se presentan iones-fragmento caracteristicos de moléculas nitrogenadas
como m/z 30, 44, 58 y 72, ni pérdidas de 16 6 17 unidades de masa, para el caso de
compuestos alifaticos nitrogenados, ni de 26 y 27 unidades para nitritos aromaticos y

heterociclos nitrogenados, respectivamente.

Si se descarta la contribucion del oxigeno al ion molecular, se puede sugerir que las 26
unidades de masa pueden corresponder a atomos de hidrégeno, con una posible férmula

molecular asi: CioHzs.

A continuacion, se presenta el calculo del indice de deficiencia de hidrégeno, que indica,

si hay anillos o dobles enlaces en la molécula.

A+de=X-=-Y/2+Z/2+1

Donde:
A= N° de Anillos X= N° de atomos de C Z=N° atomosde Ny P

de = N° de enlaces dobles Y= N° de atomos de H

A+de=12-26/2+1=0
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El indice de deficiencia de hidrogeno para el nimero de atomos de carbono e hidrogeno
propuesto es cero, lo cual puede sugerir la ausencia de insaturaciones o anillos en la
estructura molecular en cuestion. Sin embargo, no se debe dejar de lado que la presencia
de los iones en m/z 41 y 55, correspondientes a los fragmentos alilo y metilalilo, si pueden

insinuar la existencia de insaturaciones.

El espectro de masas exhibe algunos iones-fragmento caracteristicos para los
hidrocarburos saturados, que hacen parte de la serie homologa C,Hyn (M/Z 43, 57, 71),
acompafados de los picos de menor intensidad de las series ChHzn1 (M/Z 41, 55, 69) y
CyHo, (m/z 42, 56, 70), que se originan a partir de la eliminacion de fragmentos
radicalarios por ruptura heterolitica simple, y por la pérdida de moléculas de etileno a
partir de cationes alquilicos. Sin embargo, la serie se interrumpe después del ion m/z 71,

lo cual no permite concluir que el compuesto sea un hidrocarburo saturado.

En el espectro se observa que la distribucion de las intensidades de los picos no ocurre
en forma de curva suave, exponencial, similar al caso de los hidrocarburos lineales lo cual
es caracteristico para los hidrocarburos saturados ramificados, debido a que la

fragmentacion tiene lugar preferiblemente en las ramificaciones.

El pico de base en el espectro de masas de la Figura 16, para el compuesto registrado,
aparece en m/z 57, que puede relacionarse, principalmente, con un carbocatién de alta
estabilidad como el cation ter-butilico [(CsHeC™], a la vez, que indica la probable presencia
de ramificaciones. Sin embargo, ésto no es suficiente para afirmar que se esti ante un
hidrocarburo ramificado, dado que en el espectro de masas los iones correspondientes a
la pérdida de 15 y 29 unidades no aparecen. La ausencia de dichos iones puede estar

relacionada con la cantidad tan pequefia de muestra utilizada.

En el espectro de masas del compuesto registrado (Figura 16), se observan los iones en
m/z 126 y 128 que corresponden a pérdidas de 44 y 42 unidades, que son tipicas para
compuestos oxigenados, y pueden indicar la eliminacion de CO, y ceteno CH,=C=0,
respectivamente. Estas pérdidas son posibles para moléculas que presentan al menos

dos atomos de oxigeno en su estructura.
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Si se presume que la molécula tiene dos atomos de '°0O, equivalentes a un fragmento

C,Hs, la formula molecular del compuesto seria C1oH150,.

Sin embargo, no se puede dejar de lado, que en el espectro de masas no aparecen
fragmentos tipicos para compuestos oxigenados en m/z 31, 45, 59, 73...., caracteristicos
para alcoholes y cetonas, ni pérdidas de 17, 18, 28 6 29 unidades de masa con respecto

al ion molecular, que también puede sugerir la presencia de oxigeno en la molécula.

A continuacion, se presenta el calculo del indice de deficiencia de hidrégeno para la

formula molecular C1gH1505.

A+de=X=-Y/2+Z/2+1

Donde:
A= N° de Anillos X= N° de atomos de C Z=N° atomosde Ny P

de = N° de enlaces dobles Y= N° de a&tomos de H

A+de=10-18/2 +1=2

Segun el célculo efectuado, la molécula puede presentar dos ciclos, un ciclo y un doble
enlace o dos dobles enlaces. Los dos ciclos se pueden descartar debido a que los
espectros de masas de los compuestos ciclicos, se caracterizan por presentar un ion
molecular de alta intensidad, ésto, especialmente debido a que, para obtener fragmentos
de una molécula ciclica es necesaria la ruptura de minimo dos enlaces. Adicionalmente, la
fragmentacion de los anillos, generalmente, se caracteriza por la pérdida de dos atomos
de carbono en forma de C,H; (28) y C.Hs (29), y ésto no se observa en el espectro
obtenido. Por lo anterior, se sugiere que esta formula molecular corresponderia a una

molécula que posiblemente ha de poseer un par de enlaces dobles.

Dada la informacidn obtenida del espectro de masas y las limitaciones del mismo, y segin
las férmulas moleculares propuestas, se puede hacer una aproximacion, de acuerdo con

la cual, el espectro de masas podria corresponder a un hidrocarburo saturado ramificado
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0 a un compuesto oxigenado con dos insaturaciones. Los posibles iones fragmento para
cada una de las masas del espectro se relacionan en la Tabla 9.

Hay que tener presente, que la espectrometria de masas, aunque es una herramienta
muy importante para la identificacion de compuestos, en este caso, no es suficiente para
proponer una estructura molecular. Es necesario el uso de otras herramientas, por
ejemplo, la ionizacién quimica para confirmar la masa molecular, la espectroscopia de
infrarrojo, para determinar grupos funcionales, o la RMN, para obtener mayor informacion

estructural.

Tabla 9. Fragmentos tipicos para los valores de m/z del espectro de masas del

compuesto emitido por la mosca M. viatrix.

m/z Los lones fragmentos posibles
41 CsHs,
43 C3H7, CH3C:O, CH3C:G (GzR, Ar, OR, OH)
55 C4H7, CH2=CHO=O
57 C4Hg, C2H5C:O, C3Hgo
71 C5H11, C3H70=O,CH3)2, CzH5
81 Cg¢Hg, CsHsO
97  CyHys,
113 CgHyo
128 CgHzo, C7H160, C5H1202
Fuente: Spectrometric identification of organic compounds [58]

3.1.4 Perfil de acidos grasos. Segun se ha establecido, los &acidos grasos estan
implicados en la biosintesis de la feromona sexual de diferentes insectos [28]. Por
ejemplo, en el caso de la mosca doméstica, la biosintesis del 9 (Z)-tricoseno, principal
componente de la feromona sexual, se inicia con la desaturacién del acido esteérico en el
carbono 9, para dar lugar a la formacién del acido oléico, que luego, se transforma a un
compuesto de 24 atomos de carbono, finalmente se produce un alcano con un atomo de

carbono menos.

Asi, la existencia de posibles diferencias en la composiciébn de &cidos grasos, entre
machos y hembras, podria aportar informaciéon sobre cual género es emisor y cudl es la

posible naturaleza quimica de la feromona.
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La determinacion de los acidos grasos de moscas M. viatrix se llevé a cabo empleando
como técnica la extraccion con solvente, seguida de derivatizacion. Esta técnica se
describe en el Numeral 2.2.4, de la Metodologia Experimental.

La identificacion de los acidos grasos, se realizdé por comparacion de los tg de los ésteres
metilicos presentes en los extractos aislados de insectos, con los de una mezcla
certificada de patrones de ésteres metilicos de acidos grasos, analizados bajo las mismas
condiciones cromatogréficas, empleando GC—FID como técnica analitica.

En las Figuras 17 y 18, se presentan los perfiles cromatogréficos de los acidos grasos
obtenidos de las hembras y los machos de M. viatrix, respectivamente.
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aislados de machos de la mosca M. viatrix. Columna DB-64 (30 m). FID.

En la Tabla 10, se reportan los promedios de las cantidades relativas (%) de &cidos
grasos presentes en las moscas M. viatrix. Como se puede observar, el tipo de acidos

grasos presentes en los insectos no varia con el sexo.

Se puede apreciar, que se presentan en mayor cantidad los acidos oléico, linoléico,
linolénico y palmitoleico, que son acidos grasos esenciales. La Figura 19 representa la
cantidad relativa (%) y la composicién de &cidos grasos, por sexos, para las moscas M.
viatrix. La cuantificacion de los éacidos grasos se llevd a cabo por el método de

normalizacién simple de areas cromatogréaficas.

La mayoria de feromonas de insectos son hidrocarburos cuticulares, y su biosintesis,
especialmente, alquenos, a partir de acidos grasos, se controla por hormonas; por ello,
aunque no existan diferencias en cuanto la composicibn de &cidos grasos entre los
géneros, es posible que exista diferencia en la composicion de hidrocarburos, ya que
tanto machos, como hembras, parecen tener las mismas rutas biosintéticas, que pueden

ser modificadas para producir hidrocarburos de la longitud de cadena adecuada, de
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acuerdo con su edad y sexo, lo que constituye una posible diferencia entre machos y
hembras [27].

Tabla 10. Cantidad relativa (%) de acidos grasos aislados de los insectos de M. viatrix. Se
reportan datos para ambos sexos.

% Cantidad Relativa,%*
1104 LAURICO (C12:0) 0,2 0,2
| 187 MIRISTICO (C14:0) 1,0 1,1
145 MIRISTOLEICO (C14:1n5) 0,1 0,1
| 157 PENTADECANOICO (C15:0) 0,4 0,4
1718,0  PALMITICO (C16:0) 19,5 20,5
| 188 PALMOTOLEICO (C16:1) 16,8 17,2
17206 HEPTADECANOICO (C17:0) 0.4 0,4
[ 235 ESTEARICO (C18:0) 3,6 3,7
11242 OLEICO (C18:1n9c) 31,8 31,5
| 258 LINOLEICO (C18:2n6c) 11,1 9,9
1278  LINOLENICO (C18:3n3) 11,1 10,5
1299 ARAQUIDICO (C20:0) 0,4 0,4
11386 BEHENICO (C22:0) 0,4 0,3

*Valor promedio (n=2)
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Figura 19. Comparacion de la cantidad relativa (%) de &acidos grasos, por sexo, en M.

viatrix.
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3.2 VARIACION DE LOS COMPUESTOS VOLATILES PRESENTES EN LOS FRUTOS
DE PINA (Ananas comosus), DURANTE SU MADURACION.

Segun se ha establecido, las moscas de la superfamilia Tephritoidea se han caracterizado
por ser insectos saprofagos que han evolucionado hacia la fitofagia [15]. Por lo anterior,
es probable considerar al menos dos posibles opciones acerca del porqué los insectos
ovopositan sobre los frutos de pifia: la primera, es que las moscas sean atraidas por el
olor de la gallinaza, u otros productos compostados, utilizados para abonar el cultivo; y la

segunda, que el fruto emita alguna sustancia que atraiga el insecto.

El presente estudio se centrd en la segunda opcion, ya que de ser posible determinar las
sustancias que inducen la ovoposicion, éstas, al igual que la feromona sexual, podrian ser

empleadas para el control etolégico de dicho insecto en el cultivo de pifia.

Tal como se mencion6 en el Apartado 1.2.1, hasta donde los autores conocen, no se
sabe si la ovoposicion de M. viatrix ocurre durante la etapa de floracion o de post-floracién
de la pifia. Igualmente, se desconoce cuales podrian ser los atrayentes quimicos que
inducen la ovoposicién del insecto. Asi, un primer paso para determinar los posibles
atrayentes, consiste en estudiar la composicidon y su variacion de la fraccién volatil del

fruto durante su desarrollo.

3.2.1 Determinacién de condiciones de extraccion

El efecto de la temperatura sobre el proceso de extraccién por SPME, usando una fibra
PDMS/DVB de 65 um, de los analitos volatiles de los frutos de pifia, se evalu6 realizando

la extraccién a diferentes temperaturas, 25, 45, 60 y 80°C.

Con el propésito de obtener los perfiles de los compuestos volatiles extraidos para cada
una de las temperaturas, se variaron los tiempos de exposicién de la fibra, asi: 5, 15y 30
minutos, en modo headspace, de una muestra de 10 g de pulpa y cascara de pifia,
finamente homogeneizadas y contenidas en un vial de 15 mL. El tiempo de pre-equilibrio
para la muestra fue de 15 min y el tiempo de desorciéon de la fibra en el puerto de

inyeccion del sistema cromatografico fue de 10 min, para todos los ensayos.
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La Figura 20 representa los efectos de la temperatura y del tiempo de exposicion de la
fibra, para cada ensayo, sobre el area total de picos cromatogréficos obtenidos. Las
mejores condiciones de extraccion se escogieron utilizando como criterio el area total

(cuentas) de los picos cromatograficos.

Es de observar que el incremento en el tiempo de exposicion de la fibora en modo
headspace hasta 15 minutos, condujo a la extracciébn de un mayor nimero de analitos
volatiles presentes. Igualmente, para los ensayos realizados en dicho tiempo, el area total

de los picos cromatograficos resulté mucho mayor que para los demas experimentos.

De igual forma, un incremento en la temperatura de extraccion aumenta la cantidad de
analitos extraidos; sin embargo, a temperaturas mayores de los 60°C, la cantidad de
volatiles aislados resulta menor que a las temperaturas inferiores. Esto se debe, a que el
equilibrio HS-recubrimiento de la fibra se ve afectado por la temperatura de la muestra
durante la extraccion, ya que los coeficientes de particién dependen de la temperatura y la
extraccion de los analitos por la fibra es un proceso exotérmico. Asi, el incremento de la
temperatura conduce a la superacion de barreras energéticas para la liberacion de los
analitos de la muestra y el incremento de la presion de vapor de los mismos, pero también

favorece la desorcion de los analitos desde el recubrimiento de la fibra.

AreaTotal (cuentas)

30

Tiempo de
exposicion

Temperatura, °C

Figura 20. Efecto de la temperatura y del tiempo exposicién de la fibra sobre la eficiencia

de extraccion por HS—-SPME (PDMS-DVB, 65 um) de los compuestos volatiles de la

pulpa y cascara de la pifia madura.

68



% Area relativa

Los fendbmenos de adsorcion en la superficie del recubrimiento, por medio de los cuales
se logra la extraccién de los analitos con una fibra de PDMS/DVB, son procesos
competitivos, que dependen de la temperatura, el tiempo de exposicion de la fibra, la
afinidad de los analitos por el recubrimiento, el tamafio molecular y su volatilidad.

Ya que la superficie de adsorcion del recubrimiento de la fibra es limitada, cabe sefialar,
tal como lo representa la Figura 21, que los analitos mas volatiles, aquellos de menor
tiempo de retencién, son los primeros en ocupar la superficie de adsorcion del
recubrimiento. Por lo anterior, a tiempos de exposicién (5 min) cortos, se extraeran éstos
mayoritariamente. Sin embargo, a medida que aumenta el tiempo de exposicion, los
analitos muy volatiles seran parcialmente desplazados de la superficie por compuestos

mas pesados y de mayor tiempo de retencion (t° eb. mas altas).
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Figura 21. Efecto del tiempo (min) sobre la eficiencia de extraccion por HS — SPME

(PDMS - DVB, 65 um) de la pulpa y cascara de la pifia madura, a 60°C.

De acuerdo con los resultados obtenidos para el efecto de la temperatura en el proceso
de extraccion (Figura 22), se puede observar que a 25°C los centros de adsorcién son

principalmente copados por los compuestos de mayor volatilidad (menores tiempos de
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retencion). Sin embargo, al aumentar la temperatura a 60°C, estos analitos se desplazan
por compuestos mas pesados, observandose su mayor extraccion. A 80°C, los analitos
mas volatiles se adsorben en menor proporcién; ésto ocurre debido a su desorcion de la
fibora o por la saturacién del headspace con vapor de agua, ya que el porcentaje de
humedad cercano al 90% en el headspace puede reducir la eficiencia de la extraccién en
un 10% [59].

Debido a la complejidad de la matriz, el alto nimero de analitos a extraer, la relacién entre
la cantidad de analitos extraida por SPME y su concentracion en la muestra, no puede
considerarse lineal, ya que ésta depende de la afinidad de los analitos por el
recubrimiento y del tiempo de exposicion de la fibra, por ello, no resulta posible reportar

datos cuantitativos de los analitos en la matriz [59].

‘ 25°C
m45°C

| | 60°C
| 80°C
kL |
0 ) l-l l' |‘. A Lh'.lrh'.lﬂ'.h- . ']1 .ir_ ot s 1,"“"' . | "1LJ— ‘J-J"- e -rq_-—.'— - | |

-

4,3

L B T T - T o

—'I-noomwr\ih'rr_';ﬁr"_'qmw-mwﬂmqhm”mc’”mﬂ"mwm

dSHd A dAN AN AANNARRRS SIS dddAd T W g g )
NNNN"""MMNNNN.NNNR;}?g

Tiempo de retencién, min.
Figura 22. Efecto de la temperatura sobre la eficiencia de extraccion por HS-SPME
(PDMS-DVB, 65 um) de los volatiles de la pulpa y cascara de la pifia madura, durante 15

minutos de exposicion del recubrimiento.

Sin embargo, es posible cuantificar los analitos extraidos por el recubrimiento haciendo

uso de sus patrones certificados, realizando las curvas de calibracion mediante el empleo
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de una matriz simulada, enriquecida con patrones de los analitos, en cantidad conocida.
De lo contrario, estos datos no necesariamente reproducen la cantidad en que los analitos

se encuentran presentes en la matriz.

Dado el caracter exploratorio del presente trabajo, finalmente, se seleccionaron como
mejores condiciones de operacion, para el monitoreo de los volatiles de la pifia por HS-
SPME, las siguientes: 15 min de exposicion de la fibra a 60°C.

3.2.2 Analisis de los volatiles de pifia de tres edades diferentes. El analisis por HS—
SPME-GC-MS, de muestras de pifia, en tres estados diferentes, establecid, bajo las
condiciones experimentales empleadas, la presencia de 10 compuestos para la fruta en
estado de floracion (Figura 23), 10 compuestos en estado de post-floracion (Figura 24) y

20 compuestos para la pifia madura (Figura 25).

Mediante los criterios cromatografico (indices de retencién) y espectroscépico (espectros
de masas), y por comparacion de los espectros de masas experimentales con los
reportados en la literatura [10-12, 63] o en las bases de datos de Adams, NIST y Wiley, se
identificaron 7 compuestos para la pifia en estado de floracion, el 73% del total de
compuestos registrados (Tabla 10); 7 compuestos para la pifia en estado de post-floracién
(Tabla 11) y 18 para la pifia madura (Tabla 12), que correspondieron, respectivamente, al

74 y 82% de las sustancias detectadas en los extractos.

Los extractos obtenidos por HS-SPME de la pifia en floracién y post-floracion, estaban
constituidos principalmente por aldehidos, 45% y 60%, y alcoholes, 28% y 14%,
respectivamente. Para el caso de la pifia madura, la composicion se distribuy6 de tal
forma que el 51.9% correspondié a ésteres, el 10.6% a acetoxiésteres, el 6.4% a

hidrocarburos y el 1.1% a tioésteres.

Los compuestos encontrados en los extractos de pifia en floracién y post-floracién, e.g., el
hexanal, el octen-3-ol y el linalool, han sido reportados como constituyentes de extractos
obtenidos por extraccion liquido-liquido, de pifas verdes de origen filipino [10]. En pifia
madura, los constituyentes extraidos en mayor proporcién, mediante la técnica HS-
SPME, fueron los ésteres metilicos y etilicos de los acidos octanoico y hexanoico, que
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poseen notas olfativas con reminiscencias a la fruta fresca; adicionalmente, otros ésteres
encontrados en la fraccion volétil, como el butanoato de etilo, 2-metil butanoato de etilo,
fueron descritos como compuestos con notas olfativas de pifia [60].

Es de aclarar, que la composicion porcentual del extracto de pifia obtenido por extraccion
liquido-liquido, no necesariamente ha de corresponder con la composicién porcentual de
la fraccion volatil, aislada por la técnica HS-SPME, ya que esta Ultima esta directamente
relacionada con los fendbmenos competitivos entre los analitos por la superficie de
adsorcién del recubrimiento de la fibra de PDMS-DVB, de forma tal, que la composicion
de la mezcla volatil, extraida con la fibra, no necesariamente reproducira la composicién

del extracto.

El nimero de compuestos detectados fue menor que los registrados en otros estudios [9-
12, 61], en los cuales los analitos se obtuvieron por la extraccion liquido-liquido. Sin
embargo, esta técnica se caracteriza por extraer analitos, semivolatiles y no volatiles y el
objeto del presente trabajo se enfoco al estudio de analitos volatiles; ademas, se buscaba
una técnica cuyo impacto ambiental fuera minimo, ya que la extraccién liquido-liquido usa

grandes cantidades de solvente y requiere mucho mas tiempo y energia.

Es de anotar, que el nimero de compuestos volatiles detectados resulté menor que el
reportado en otros trabajos, en que la SPME se us6 como técnica de extraccion [61]. La
diferencia pudo radicar en la técnica de preparacién de muestra y en la sensibilidad de los
detectores empleados. De acuerdo con lo reportado [61], es posible extraer por SPME
mayor cantidad de analitos en muestras de pifia previamente secadas en atmosferas
etandlicas modificadas, que en muestras de pifia fresca. Esto podria estar asociado con
los fendmenos de saturacion de la fibra con vapor de agua puesto que, tal como ya se ha
mencionado, altos porcentajes de humedad en el headspace, reducen sustancialmente la

eficiencia de la extraccion.

Durante el desarrollo del presente estudio se observé el registro de un mayor nimero de
analitos con el detector de ionizacién en llama (FID), que con el detector selectivo de
masas (MS). Los dos aspectos, uno, relacionado con la cantidad de muestra inyectada, y

el otro, con la sensibilidad del detector, limitaron el reconocimiento estructural de varios
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compuestos volatiles con base en sus espectros de masas, ya que, los pocos iones
fragmentos registrados en algunos espectros de masas, impidieron la identificacion

positiva de los compuestos correspondientes.

| Uu i

4.00 6.00 800 1000 "12.00 1400 1600 13.00 2000  min.

Figura 23. Perfil cromatografico de los volétiles aislados por HS-SPME (15 min, 60°C,
PDMS/DVB, 65 um) de la pifia en estado de floracion. La identificacion de los

componentes aparece en la Tabla 11.

Tabla 11. Composicion del la fraccién volatil de la pifia (Ananas comosus) var. perolera en

estado de floracién. Los analitos fueron extraidos por medio de la técnica HS-SPME.

N° Pico, Area,

Fig. 23 Compuesto IRexper.  IRTEGR. % m/z (1, %)
41 (100), 67 (94), 55 (77), 57 (40), 42 (37), 43 (24), 45 (32), 44
1 el 807 802 44 14 78(26), 53 (17), 71(11), 40 (10).
5 Heptanal o11 006 23 212125100), 44 (78), 43 (64), 55 (56), 42 (46), 70 (43), 57 (31), 44
41 (100), 55 (65), 83 (41), 57 (30), 43 (27), 56 (27), 42 25), 69
3 2-Heptenal 932 957  17.7  (25), 70 (21), 68 (18), 53 (16), 51 (11), 84 (9), 54 (7), 67 (7), 97
3).
4 No identificado 949 57(100), 43(37)
N 57(100), 43(93), 55(35), 72(18), 71(13), 53(11), 58(11), 69(9),
5 Octen-3-ol 966 979 16.7 67(8), 68(8), 99(8), 85(6), 81(5).
6 Noidentificado 1154 41(100), 58(72)
o 41(100), 55(64), 70(41), 57(30), 42(29), 83(28), 69(24), 53(19),
U Orizn--al 12 1049 76 4315) 67(15), 82(10), 54(5), 84(3), 56(2), 97(2).
8 Noidentificado 1122 41(100), 55(48)
55(100), 43(99), 56(90), 70(90), 41(78), 69(73), 83(55), 57(46),
9 Decanol 1268 1275  10.9  84(40), 42(37), 29(36), 68(25), 97(23), 27(21), 112(21), 71(18).
82(17). 98(14), 111(11).
0 2beconal 71 1272 134 A41(100), 55(59), 43(56), 70(36), 83(27), 42(25), 57(24), 83(23)

53(19), 56(18), 67(16), 81(13), 40(12), 54(12), 68(12), 98(3).
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Figura 24. Perfil cromatografico de los volatiles aislados por HS-SPME (15 min, 60°C,
PDMS/DVB, 65 um) de la pifia en estado de post-floracion. La identificacion de los

componentes aparece en la Tabla 12.

Tabla 12. Composicion del la fraccién volatil de la pifia (Ananas comosus) var. perolera en

estado de post-floracién. Los analitos fueron extraidos por medio de la técnica HS-SPME.

N° Pico, Area,

Fig. 24 Compuesto IRexper.  IRTEOR. % m/z (1, %)
1 No identificado - 26  44(100), 55(30)
44(100), 41(72), 43(58), 55(42), 70(46), 57(39),
2 Heptanal 914 896 1.6 42(24), 56(13).
N 57(100), 43(60), 41(47), 55(26), 39(23), 42(15),
O £l ez s 10 25(15), 53(12), 68(9), 58(8), 67(8)
4 No identificado 1048 0.7  41(100), 68(22), 83(13)
Octon Lual 1100 1045 25 gg%m), 55(55), 70(40), 57(24), 42(16), 83(16),
. Linalool 1106 1008 a7  A41(100), 55(63), 43(54), 56(0), 42(43), 39(41),

69(32), 70(22), 57(17), 83(4).

84(100), 41(85), 55(68), 83(42), 67(40), 54(49),
7 4-Decenal 1179 1194  10.82 69(37), 110(31), 81(24), 68(39), 98(32, 97(25),

56(25), 79(23), 70(21), 43(20).

41(100), 57(57), 43(51), 55(40), 44(37), 56(33),
8 Decanal 1211 1203 35.5  42(23), 70(16), 68(13), 54(12), 82(10), 95(10),

71(8), 96(8), 83(5), 58(4).

41(100), 55(60), 43(54), 70(34), 69(26), 83(25),
9 2-Decenal 1270 1264 95  57(24), 42(22), 53(18), 56(16), 68(13), 67(11),

81(11), 54(10)
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Figura 25. Perfil cromatografico de los volatiles aislados por HS-SPME (15 min, 60°C,
PDMS/DVB, 65 um) de la pifia madura. La identificacion de los componentes aparece en
la Tabla 13.

Tabla 13. Composicion del la fraccién volatil de la pifia madura (Ananas comosus) var.

perolera, extraidos por medio de la técnica HS-SPME.

N° pico, IRexp Area,

Fig. 25 Compuesto o IRTEOR. % m/z (1, %)
1 Acetato de etilo - 612 4.3 43(100), 45(14), 61(14), 70(12), 42(7), 44(5), 73(4), 88(4), 41(1).
. 74(100), 43(99), 71(69), 41(42), 59(29), 87(28), 39(24), 42(21),
2 Butanoato de metilo -- 710 0.7 55(14), 44(12). 45(6), 40(5), 75(4), 69(3).
88(100), 57(79), 41(46), 85(24), 101(23), 59(21), 56(18) ,5(13),
3 2-Metilbutanoato de metilo - 770 5.9 69(9), 87(7), 89(5), 42(4), 58(4), 43(3), 45(3), 53(3), 73(3), 40(2),
51(2).
71(100), 43(96), 88(64), 41(40), 60(25), 73(24), 42(23), 45(20),
4 Butanoato de etilo - 799 11 89(17), 44(16), 70(15), 61(11), 101(11), 55(8), 72(7), 40(5),
57(5), 116(5).
57(100), 41(69), 102(52), 85(26), 39(24), 74(24), 56(21), 55(14),
5 2-Metilbutanoato de etilo 858 893 3.5 45(13), 87(13), 73(9), 42(7), 43(7), 115(6), 40(4), 53(4), 58(4),
103(4).
74(100), 43(68), 41(39), 59(37), 87(34), 42(30), 39(28), 55(24),
6 Hexanoato de metilo 931 938 5.6 99(16), 71(10), 101(8), 45(6), 57(6), 40(5), 53(5), 69(5), 70(5),

75(5), 88(5), 56(4), 44(3), 51(2), 50(1), 52(1).
88(100), 43(94), 41(61), 42(53), 99(52), 60(50), 73(39), 55(35),
7 Hexanoato de etilo 1011 999 113 70(35), 71(33), 101(28), 61(27), 45(26), 69(10). 87(9), 115(9),
53(6), 56(6), 74(6), 89(6), 44(5), 117(5).
_ 43(100), 88(24), 59(18), 55(16), 83(L5), 56(12), 57(9), 39(7),
8 2-Metil-3-oxobutanoato de g, 25 41(7), 99(6), 131(6), 45(5), 130(5), 42(4), 87(4), 44(3), 53(3),
metilo 72(3), 114(3).
74(100), 61(18), 75(50), 45(47), 47(23), 41(33), 55(30), 46(28),
0 3-(Metiltio)propanoato de 1101 1008 11 148(26), 59(24), 43(18), 77(18), 73(20), 103(6), 49(13), 71(10),
etilo ' 48(9), 58(9), 87(9), 39(8), 42(8), 63(8), 60(7), 76(7), 57(6),
119(3%), 120(1%).
88(100), 101(37), 70(24), 127(30), 73(16), 57(22), 60(19),
55(16), 41(14), 43(13), 69(9), 127(9), 115(8), 75(7), 101(7).
43(100), 83(27), 102(24), 55(16), 56(15), 74(15), 41(9), 45(8),

10 Octanoato de metilo 1134 1123 11.7

2,2-dimetilbutanoato de

11 1158 - 1.9

metilo : 57(7), 73(6), 42(4), 85(4), 99(4), 144(4), 44(3).
88(100) ,41(65), 43(64), 55(53), 57(47), 101(37), 60(35), 73(33),
12 Octanoato de etilo 1212 1200 121 70(29), 42(26), 39(25), 127(25), 61(24), 45(16), 69(14), 129(12).
56(10), 115(10), 83(8), 89(7), 53(6), 84(6), 87(6).
3-Acetoxihexanoato de 43(100), 41(17), 42(12), 55(12), 71(11), 68(10), 97(10), 69(9),
13 metilo s 20 i 103(9), 145(9), 59(7), T4(7), 44(4).
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Continuacion Tabla 13

N° pico, Area,
Figp. o5 Compuesto IREXPER. IRTEGOR. % m/z (1, %)

1 3-Acetoxihexanoato de 1256 ~ 40 43(100), 97(19), 71(16), 41(15), 117(13), 42(11), 55(11), 69(10),
etilo : 68(9), 88(7), 159(6).
79(100), 41(66), 67(63), 55(36), 93(33), 77(32), 80(28), 53(27),
59(26), 81(24), 108(24), 91(22), 43(20), 54(20), 68(20), 65(17),
74(15), 42(14), 69(13), 66(12), 78(12), 85(11), 150(11), 51(10),
95(8), 94(7), 52(6), 84(6), 96(6), 107(6), 109(6), 82(5), 83(545).
79(100), 41(66), 67(63), 55(36), 93(33), 77(32), 80(28), 53(27),
59(26), 81(24), 108(24), 91(22), 43(20), 54(20), 68(20), 65(17),
74(15), 42(14), 69(13), 66(12), 78(12), 85(11), 150(11), 51(10),
95(8), 94(7), 52(6), 84(6), 96(6), 107(6), 109(6).
79(100), 41(64), 67(57), 55(40), 108(33), 77(29), 93(29), 81(27),
53(26), 80(26), 43(20), 91(20), 54(19), 68(18), 65(16), 69(16),
107(16), 42(13), 78(13), 66(12), 150(12), 71(11), 51(10), 60(10),
95(10), 83(9), 94,(9), 96(7), 109(7), 45(6), 52(6), 88(6), 122(6)
88(100), 41(92), 43(72), 55(67), 101(41), 73(39), 60(32), 70(27),
42(26), 69(26), 61(20), 45(19), 57(19), 56(16), 71(15), 67(12),
89(11), 157(11), 53(10), 155(10), 68(8), 83(8), 115(8), 97(7),
54(6), 79(6), 84(6), 85(6).

15 Tetradecatrieno

1298 1288 6.4

16 Decanoato de metilo 1336 1323 0.7

17 4-Deceneoto de etilo 1391 -- 5.2

18 Decanoato de etilo 1408 1395 0.9

La formacion de sustancias volatiles es un proceso tipico de la maduracion de cualquier
fruta. Como resultado de los andlisis cromatogréficos realizados a las fracciones volatiles,
aisladas de la pifia, en tres estados de su maduracion, se concluye que, los estados de
floracion y post-floracion se caracterizaron por la presencia de dos tipos de compuestos:
aldehidos y alcoholes; el extracto de pifia madura se destacd por alto contenido de
ésteres. No se logré determinar por qué no se observaron ésteres en las etapas de
floracion y post-floracion de la pifia, ya que para otras frutas, e.g., el lulo, se observo el
aumento de este tipo de compuestos y la disminucién de compuestos alcohdlicos, por

ejemplo el 3-hexenol, a medida que transcurre la maduracion [62].

De este estudio, no se pudo concluir, por qué el aroma de la pifia cambia durante su
maduracion; hasta donde los autores son enterados, se desconocen con exactitud todas
las reacciones que ocurren con las sustancias volatiles en cada una de las etapas de

desarrollo del fruto.

No se presentan diferencias significativas en las fracciones volatiles de la pifia aisladas,
en los estados de floracién y post-floracion, por lo cual no existiria ninguna razén para
esperar que la ovoposicién ocurra durante la post-floracién y no durante la floracién, como
sugieren Arévalo y Osorio [14]. Ademas, durante el desarrollo del presente trabajo, nunca
se encontraron larvas o vestigios de su presencia en la pifia en estas etapas de
desarrollo. Por el contrario, la composicién de la fraccién volatil de la pifia madura

presenta diferencias con respecto a la de los dos estados anteriores, por lo que se puede,

76



sugerir que estos nuevos compuestos, producto de la maduracion del fruto, podrian
eventualmente atraer al insecto y conducir a que la mosca ovoposite en éste y no durante

las etapas de floracion y post-floracion.

La Figura 26 presenta el espectro de masas del octanoato de etilo, componente
mayoritario de la fraccion volatil, obtenida por HS-SPME, de pifia madura. La Figura 28
presenta las posibles rutas de fragmentacion de este éster, que involucra trasposiciones

de hidrégeno, escisiones del enlace a al grupo carbonilo, formacién de iones acilo.

En el espectro se observa dos fragmentos producto de un doble reordenamiento de
McLafferty [60], donde el hidrégeno del atomo de carbono en la posicion ¥ migra a través
de un estado de transicion hexaciclico, tipico para los ésteres. Uno de los fragmentos es
el ion pico de base en m/z 88 y el otro m/z 144 el cual presenta menor estabilidad. La
escision del enlace a al grupo C=0, genera la pérdida del radical C,HsO" y la formacion
del ion acilo CgHis0" m/z 127, el cual es un i6n diagnéstico para ésteres. La ruptura del
enlace C—-C en C-4 y C-5 genera los iones alquilo m/z 43 y 57 (Figura 26). Sin embargo,
en la escision simple en el enlace C—-C en C-4 la carga puede depositarse en el

fragmento mas pesado y producir el ibn con m/z 115.

La Figura 27 presenta el espectro de masas del tioéster 3-metiltiopropanoato de etilo. La
fragmentacion de tioésteres esté dirigida por la presencia de los atomos de oxigeno y el
atomo de azufre; asi, es comun que el espectro de masas presente iones fragmentos
caracteristicos tanto para ésteres como para tioéteres. Tal como se puede apreciar en la
Figura 29, que ejemplifica la formacién de algunos iones fragmento para el 3-(metiltio)
propanoato de etilo, uno de los tioésteres presentes en la fraccion volatil de los frutos de
pifia madura, es posible observar rupturas tipicas para ésteres como la escision de los
enlaces a y B al grupo carbonilo, asi como la formacién de iones tionio con respecto al

atomo de azufre.

Los tioésteres, al igual que los esteres, también pueden presentar reordenamiento

McLafferty. Sin embargo, en el caso de este compuesto, esta ruptura no tiene lugar,
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puesto que el atomo en la posicion gama al doble enlace no posee hidrégenos
removibles.
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Figura 26. Espectro de masas (El, 70 eV) del octanoato de etilo.
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Figura 27. Espectro de masas (El, 70eV) del 3-(metiltio) propanoato de etilo.

78



0

1. Reordenamiento de
Md_ afferty .

- HO OC,Hs
Celtl1z m'z 88 (100%)
0
2. Reordenamiento de )l\
o ~  HO (CH3CHs
* miz 144 (5.5%)
0
CHO ///
| CHy(CHy)g
T miz 127 (31%)
cns(aia}ko/\ 0
M *miz 172 (2.5%) |
-Gy +\)L
- 0 /\\

m/z 101 (37%)

-CsH 1107 - N
miz 57 (15%)
0

-CQHQ . - (Hzg}z)-l\o/\

miz 115 (10%)

Figura 28. Formacion de algunos fragmentos en el espectro de masas (El, 70 eV) del

octanoato de etilo.
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4. CONCLUSIONES

1. Se observé que la copula de M. viatrix ocurria a partir de los 12 dias post emersion
pupal, entre la 1 p.m. y 4 p.m. y antes de la cépula, los machos de M. viatrix emitieron
una sustancia que podria ser la responsable del comportamiento sexual, hecho que
coincide con lo reportado para la mayoria de las moscas pertenecientes a la

superfamilia Tephritoidea.

2. Con base en el espectro de masas (El, 70 eV) del compuesto emitido por los machos

de M. viatrix, se proponen como posibles las férmulas moleculares C,H, y C1oH180:.

3. No se observaron diferencias cualitativas en los perfiles lipidicos de machos y hembras
de M. viatrix; para ambos sexos, se determiné un total de 13 acidos grasos, entre los
cuales se destacan el oleico (31,5 y 31,8%), el palmitico (19,5 y 20,5%), el palmitoleico
(16,8 y 17,2%), el linoleico (11,1 y 9.9%), y el linolénico (11.1 y 10,5%),

respectivamente.

4. Las fracciones volatiles de la pifia en estado de floracion y post-floracion, estan
constituidas principalmente por aldehidos y alcoholes. Entre los constituyentes aislados
de las fracciones volatiles de pifia verde, el hexanal, el octen—1-ol y el linalool, también
han sido descritos por otros autores como componentes de los extractos de pifias

verdes.

5. La fraccion volatil de pifia madura esta constituida principalmente por ésteres, entre los
cuales se destacan los 2-metilbutanoato de metilo y etilo, el butanoato de metilo, los
hexanoato de metilo y etilo, y el octanoato de metilo, que han sido descritos como

posibles responsables de las caracteristicas organolépticas de este fruto.

6. Se observé que la ovoposicidn sélo ocurria en los frutos maduros, ya que no se
encontraron larvas en las pifias verdes y la composicién de las fracciones volatiles

cambia notoriamente durante la maduraciéon de la fruta.
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5. RECOMENDACIONES

1. Dar continuidad al presente trabajo investigativo, haciendo énfasis en la obtencién de
muestras aisladas de la feromona sexual de la mosca M. viatrix, con el fin de lograr la
identificacion y confirmacién de su estructura molecular; en primer lugar, hacer uso de
la ionizacién quimica para confirmar el peso molecular de la sustancia y en segundo,
emplear otras técnicas instrumentales como lo son MS — MS, espectrometria de masas

de alta resolucion (TOF) o RMN (aislar la sustancia).

2. Hacer la caracterizacion de hidrocarburos cuticulares para los dos sexos de la mosca
objeto de estudio, con el fin de encontrar diferencias en la composicion que permitan

identificar el género emisor de la feromona.
3. Evaluar el efecto atrayente de los volatiles identificados en frutos de pifia, con el objeto

de establecer una relacién entre estos compuestos y la sefial de ovoposicion de la

mosca hembra en el fruto.
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ANEXO 1
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Perfil cromatogréafico del blanco de la fibra expuesta al vial. HS-SPME (PDMS/DVB, 65
pm). Condiciones cromatogréaficas: columna DB-5 (30 m). Inyeccién manual en modo
splitless. Detector MS (El, 70 eV).
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ANEXO 2

Abundance
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Perfil cromatografico de las emisiones volatiles de las hembras de M. viatrix, obtenidas
por HS-SPME (PDMS/DVB, 65 um). Condiciones cromatograficas: columna DB-5 (30 m).

Inyeccién manual en modo splitless. Detector MS (El, 70 eV).
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