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Resumen

La produccién de granos es una de las principales actividades de nuestro pais
y por ende, es de suma importancia la preservacion de su calidad durante el
almacenamiento. La contaminacién insectil es uno de los mayores problemas de los
granos almacenados. Segun estimaciones de la Organizacion de las Naciones Unidas
para la Agricultura y la Alimentacién (F.A.O), entre 10 y 30% de la produccion agricola
mundial se pierde anualmente durante la ultima etapa de la comercializacion por la
accién de las plagas insectiles, cifra que se eleva a mas del 50% en paises
subdesarrollados. Los insectos plaga pueden causar reduccion del peso, calidad, valor
comercial y poder germinativo de las semillas. En las etapas de almacenamiento, el
método de control mas utilizado es el quimico, pero su aplicacion deberia ser
rigurosamente controlada para evitar consecuencias negativas sobre el alimento del
hombre y animales. Es alli donde la busqueda de agentes de control natural, control
biolégico, nuevas técnicas de monitoreo, practicas culturales adecuadas,
mejoramiento genético y otras medidas terapéuticas de bajo impacto ambiental son
necesarias.

Basado en estudios previos obtenidos en este laboratorio, en esta tesis se
propuso avanzar en el conocimiento de la bioquimica de los hidrocarburos (HC)
epicuticulares y las secreciones volatiles de origen lipidico de insectos tenebridnidos
(Coleoptera); asi como investigar métodos alternativos de bajo impacto para el control
de estos insectos plaga de granos almacenados. Este conocimiento podra contribuir al
desarrollo de nuevas estrategias ecoldgicamente aceptables para el control de plagas.

En este trabajo se efectud el analisis de los HC epicuticulares de adultos de
Tribolium castaneum (Coleoptera: Tenebrionidae) empleando cromatografia gaseosa
capilar (CGC) de alta resolucion acoplada a espectrometria de masa (MS). Se
detectaron 42 componentes lineales y ramificados. Comparada con las de otros
6rdenes de insectos, la composicion de HC en T. castaneum es menos compleja;
incluye estructuras saturadas y/o ramificadas con longitudes de 23 a 39 atomos de
carbono, predominando n-C27:0 y n-C29:0.

Se identificaron y cuantificaron secreciones de defensa de Ulomoides
dermestoides (Coleoptera: Tenebrionidae), extraidas del espacio de cabeza mediante
la técnica de microextraccion en fase solida (HS-SPME) acoplada a CGC-MS. Los
principales compuestos volatiles organicos (VOC) identificados fueron metil-1,4-
benzoquinona (MBQ), etil-1,4-benzoquinona (EBQ) y 1-pentadeceno (n-C15:1); estos
compuestos son semejantes a los reportados en Tribolium spp. El analisis cuantitativo

de las secreciones liberadas por adultos vivos de ambas especies mostré que las
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benzoquinonas representan alrededor del 80% de las mismas en condiciones de
estrés. Basado en el empleo de estas técnicas, se desarrollé una metodologia para
detectar VOC de insectos plaga en muestras de granos almacenados, que podria ser
de utilidad como indicador de contaminacion insectil. La técnica de HS-SPME
acoplada a CGC permite detectar las secreciones volatiles de insectos vivos, en forma
rapida, con alta sensibilidad y sin utilizar solventes. Este es el primer método quimico
que propone la deteccion de quinonas volatiles como un indicador de contaminacién
con tenebridnidos en granos almacenados.

En cuanto a su metabolismo, se demostré que la sintesis de n-C15:1 ocurriria
via de novo en la glandula a partir de [1-'*C] acetato, o a partir de palmitato exégeno
(incorporado a través del alimento, o sintetizado en integumento y/o cuerpo graso).
Asimismo, se demostrd sintesis de novo de BQ en las glandulas. Estos ensayos se
efectuaron empleando trazadores radiactivos y analisis por radiocromatografia en capa
fina (radio-TLC).

En referencia a herramientas de bajo impacto para el control de insectos plagas
de granos almacenados, se evalud el potencial insecticida de tierras de diatomeas
(TDs) de yacimientos locales, logrando seleccionar un yacimiento con capacidad
insecticida similar a la de un producto comercial. Dentro de los coledpteros plaga de
granos almacenados ensayados, T. castaneum fue la especie mas tolerante. El
empleo de esta metodologia permitira incorporar valor agregado a las TDs de
yacimientos locales.

Finalmente, se evalud el efecto del hongo entomopatégeno Beauveria bassiana
en la supervivencia y ciclo de vida de T. castaneum y U. dermestoides. Ambos
tenebriénidos mostraron una disminucion significativa en la progenie, a pesar de los
bajos indices de mortalidad observados. Es probable que la infeccién produzca un
estado de aislamiento e inanicion, alterando el desarrollo de las colonias de ambas
especies.

Los resultados de este trabajo de tesis aportan al conocimiento de la
bioquimica de los lipidos cuticulares y secreciones volatiles de tenebrionidos;
asimismo proporcionan informacién de utilidad para el desarrollo de nuevas
estrategias ecoldgicamente aceptables para el control de insectos plaga de granos

almacenados
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Summary

Grain production is one of the main activities in our country and, therefore, its
quality preservation during storage is extremely important. Insect contamination is one
of the greatest problems of stored grains. According to estimations of the Food and
Agriculture Organization of the United Nations (FAO), annually between 10 and 30% of
the world agricultural production is lost during the last commercialization stage by the
action of insect pests, an amount that increases over 50% in developing countries.
Insect pests can cause reduction of weight, quality, commercial value and germinal
power of seeds. In storage stages, the chemical control method is the most commonly
used, but its application should be firmly controlled to avoid negative consequences on
the food of animals and human beings. Thus the search of natural and biological
control tools, new monitoring techniques, adequate cultural practices, gene
improvement and other therapeutic measurements of low environmental impact is
needed.

Based on previous studies in our laboratory, in the present thesis the purpose
was to advance in the knowledge of the biochemistry of epicuticular hydrocarbons (HC)
and lipid volatile secretions of tenebrionid insects (Coleoptera), as well as to investigate
low impact alternative methods for the control of these insect pests of stored grains.
This knowledge will contribute to the development of new ecologically friendly
strategies for pest control.

In the present work, an analysis of the epicuticular HC of adult Tribolium
castaneum (Coleoptera: Tenebrionidae) was performed employing capillary gas
chromatography (CGC) of high resolution coupled to mass spectrometry (MS). More
than forty linear and branched components were detected. Compared to other insect
orders, HC composition in T. castaneum is relatively less complex; include saturated
and/or branched structures with lengths from 23 to 39 carbon atoms, n-C27:0 and n-
C29:0 were predominant.

The defense secretions of Ulomoides dermestoides (Coleoptera:
Tenebrionidae) were identified and quantitative after headspace extraction using solid
phase microextraction (HS-SPME) coupled to CGC-MS. The main volatile organic
compounds (VOC) identified were methyl-1,4-benzoquinone (MBQ), ethyl-1,4-
benzoquinone (EBQ) and 1-pentadecene (n-C15:1); these compounds are similar to
those reported in Tribolium spp. The quantitative analysis of the secretions released by
living adults of both species showed that benzoquinones account for approximately

80% of the VOC under stress conditions. By using these techniques, a methodology
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was developed to detect VOC of insect pests in of stored grain samples, which could
be useful as indicator of insect contamination. The HS-SPME technique coupled to
CGC allow detect volatile secretions of live insects, this is a fast, solvents less and high
sensitivity technique. This is the first chemical method proposing for the detection of
volatile quinones as an indicator of contamination with tenebrionids in stored grain.

Regarding its metabolism, it was shown that the biosynthesis of n-C15:1 would
occur via de novo from [1-'“C] acetate in the gland, or from exogenous palmitate
(incorporated through the food or synthesized in integument and/or fat body). Also, de
novo synthesis of BQ was demonstrated in the glands. These assays were performed
using radioactive markers and analysis by radio thin layer chromatography (radio-TLC).

In reference to low-impact tools for controlling insect pests of stored grain, the
insecticidal potential of diatomaceous earth (DE) of local deposits was evaluated,
allowing to select a deposit with insecticide efficacy similar to that of a commercial
product. Among tested the coleopteran pests of stored grains T. castaneum was the
most tolerant. Using this methodology would allow incorporating an added value to DE
obtained from of local deposits

Finally, it was evaluated the effect of the entomopathogenous fungus Beauveria
bassiana in the survival and life cycle of T. castaneum and U. dermestoides. Both
tenebrionids showed a significant decrease in its progeny, despite low indexes of
mortality observed. It is likely that the infection may produce an isolation and starvation
condition, thus altering the development of the colonies of both species.

The results of the present thesis work contribute to the knowledge of cuticular
lipids and volatile secretions of tenebrionids, as well as provide useful information for
the development of new ecologically friendly strategies for the control of insect pests of

stored grains
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I.1. Generalidades de insectos plaga de granos almacenados

El cultivo y explotacion de cereales constituye uno de los principales soportes
de la economia nacional, cuyo éxito esta relacionado estrechamente con la
preservaciéon de la calidad del producto durante el transporte y almacenamiento
(Deschamps y col., 2004; Cassini y col., 2005). El dafio causado por los insectos, es
uno de los mayores problemas de los granos almacenados. Existen unas 1.000
especies de insectos que infestan los productos almacenados, siendo las de mayor
importancia econémica las que se encuentran dentro de los Ordenes Coleoptera y
Lepidoptera (Vifiuela y col., 1993; Rees, 2004; Dal Bello y Padin, 2006; Nerio y col.,
2009). Los insectos plaga se clasifican en plagas de infestacion primaria o secundaria
de acuerdo con su posibilidad de atacar grano sano o partido, respectivamente (Rees,
2004). Las plagas de infestacion primaria son aquellas capaces de desarrollarse en
granos sanos; producen el llamado picado de los granos y pueden colocar sus huevos,
segun la especie, dentro o fuera de los mismos. Es decir que existe la posibilidad que
una partida de mercaderia que en la recepcidon sea considerada libre de insectos, en
realidad esté infestada (infestacion oculta). En este grupo se incluyen al gorgojo del
trigo o de los granos (Sitophilus granarius, Coleoptera: Curculionidae), al gorgojo del
arroz (S. oryzae) (Fig.l.1.A), al gorgojo del maiz (S. zeamais), al taladrillo de los
cereales (Rhyzopertha dominica, Coleoptera: Bostrichidae) (Fig.l.1.B), la palomita de
los cereales (Sitotroga cerealella, Lepidoptera: Gelechiidae), y al gorgojo de la judias o
porotos (Acanthoscelides obtectus, Coleoptera: Bruchidae) (Fig.l.1.C), entre las mas
importantes (Fields, 1992; Padin y col., 2002). Las larvas de este tipo de plaga se
alimentan del interior del grano y abren las puertas para el ataque de las plagas de
infestacién secundaria. Estas ultimas necesitan para su desarrollo que el grano
almacenado esté danado, ya sea por un insecto de infestacion primaria o debido a
condiciones de cosecha, manipuleo o acondicionamiento. A este grupo pertenecen la
carcoma dentada de los granos (Oryzaephilus surinamensis, Coleoptera: Cucujidae)
(Fig.1.1.D), el gorgojo castafio de la harina (Tribolium castaneum, Coleoptera:
Tenebrionidae), el gorgojo falso de la harina (T. confusum) (Fig.l.1.E), la carcoma
achatada (Cryptolestes pusillus, Coleoptera: Cucujidae) (Fig.l.1.F), y la polilla de la
harina (Ephestia kuehniella, Lepidoptera: Pyralidae), entre otras. Los insectos plaga de
los granos almacenados ocasionan dafos directos por el consumo y contaminacion
del producto, e indirectos, tales como el calentamiento del grano, desarrollo de hongos
y micotoxinas (Lord, 2005; Dal Bello y col., 2011).
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Fig.l.1. Insectos plaga de granos almacenados. A: Sitophilus oryzae, B: Rhyzopertha dominica,
C: Acanthoscelides obtectus, D: Oryzaephilus surinamensis, E: Tribolium confusum, F:

Cryptolestes pusillus.

I.2. Coleodpteros

Los coleodpteros (Coleoptera), (del griego, koleos: "caja o estuche", pteron:
"ala") son un orden de insectos con unas 375.000 especies. Algunos nombres
vulgares con los que se los conocen son: escarabajos, gorgojos, barrenillos, etc. Los
coleodpteros presentan una gran diversidad morfolégica (Ruppert y Barnes, 1996). Son
insectos mayoritariamente terrestres y pocos (relativamente) han conquistado el medio
acuatico (basicamente agua dulce) (Ruppert y Barnes, 1996). El primer par de alas de
los escarabajos estan transformadas en duros escudos, llamados élitros. Estos forman
una armadura que protege la parte posterior del térax, incluido el segundo par de alas,
y el abdomen. Las alas anteriores no son usadas en el vuelo, pero deben (en la
mayoria de las especies) ser levantadas para poder usar las alas traseras. La mayoria
de los escarabajos pueden volar, pero pocos alcanzan la destreza de otros grupos, y
muchas especies vuelan soélo si es imprescindible (Ruppert y Barnes, 1996).

Los coledpteros son insectos holometabolos o endopterigotos, ya que sufren
una metamorfosis completa con estados de huevo, larva, pupa y adulto (Ruppert y
Barnes, 1996).

La mayoria de los coledpteros son fitéfagos, y muchas especies pueden ser
plagas de los cultivos, siendo las larvas las que causan la mayor parte de los dafios
agricolas y forestales. Las especies de las familias Anobiidae, Bostrichidae, Bruchidae,
Cucujidae, Curculionidae, Dermestidae, Lathridiidae, Tenebrionidae y Trogositidae,
son las mas comunes atacando el arroz, maiz, trigo, poroto, harina, etc (Rees, 2004).



Introduccién / TESIS Villaverde M. L. / 2014
|

l.2.a. Tribolium castaneum

l.2.a.1. Clasificacion taxondmica

Phylum: Arthropoda
Clase: Insecta

Orden: Coleoptera
Familia: Tenebrionidae
Género: Tribolium

Especie: Tribolium castaneum
l.2.a.2. Caracteristicas generales

Los adultos y las larvas de Tribolium castaneum (Herbst, 1797) se alimentan de
harina, granos partidos (plaga secundaria), y otros productos almacenados,
ocasionando graves danos economicos (Fedina y Lewis, 2007). Esta especie, a pesar
de que prefiere granos partidos o dafados, es capaz de multiplicarse en granos de
trigo enteros cuando la humedad es elevada, alimentdandose primero del germen y
después del endospermo. T. castaneum produce grandes cantidades de polvo que
impide la respiracién de semillas, esto contribuye al sobrecalentamiento, excesiva
humedad y el crecimiento de hongos y bacterias. A pesar de los enormes esfuerzos
dedicados a nivel internacional, no hay aun disponibles moléculas ecolégicamente
aceptables de eficacia demostrada para su control. En Argentina, los insectos
presentes en granos almacenados en postcosecha producen pérdidas que se estiman
entre el 7 y el 10% de la produccion total (Viale, 1995, Deschamps y col., 2004). La
legislacion vigente establece el rechazo de toda mercaderia con hasta un solo insecto
y/o acaro vivo, en cualquier etapa de la comercializacién (Resolucion N°1975/94,
Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Pesca y Alimentos, 2007).

Actualmente, luego de la secuenciacion del genoma de T. castaneum
(Tribolium castaneum Genome Project, 2012) existen muchas bases de datos

genéticas y gendmicas disponibles para su estudio (http://beetlebase.org). La

secuenciacion fue realizada por un equipo de mas de 200 cientificos de 14 paises
(Tribolium Genome Sequencing Consortium, Richard y col., 2008). El andlisis del
genoma T. castaneum proporciona una base para la identificacién, organizacion y
funcion de genes y familias de genes también en otros tenebrionidos. La secuencia
completa del genoma de T. castaneum también es un recurso importante para
estudios de ecologia quimica tanto en Tribolium como en otros insectos. El analisis del

genoma permitira comprender los mecanismos de resistencia a insecticidas (Beeman
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y Nanis, 1986; Beeman y Stuart, 1990; Beeman y col., 1992, Beeman y col., 2010;
Merzendorfer y col., 2012), y ayudara al mejoramiento de métodos de control quimico
y biologico.

l.2.a.3. Ciclo de vida

T. castaneum posee metamorfosis completa: huevo; larva, pupa y adulto. El
adulto (Fig.l.2.a.3.a) mide de 3 a 4 mm de ancho y posee el cuerpo ligeramente plano,
de color rojizo a castafo.

Fig.l.2.a.3.a. Adultos de T. castaneum

La hembra pone de 300 a 500 huevos en el exterior de los granos (Fig.
[.2.a.3.b). Los huevos, luego de 5 a 12 dias, dan origen a pequefas larvas delgadas,
cilindricas, moviles, de color blanco, que llegan a medir 5 mm, presentando 5 estadios
larvales (Fig.l.2.a.3.c).

Fig.l.2.a.3.b. Huevos de T.castaneum.

En el ultimo estadio larval, antes de iniciarse la fase de pupa, la larva detiene
su crecimiento, disminuye su actividad y toma una posicién a manera de la letra c,

quedando como tal entre 2 a 4 dias. Esta puede ser denominada la fase de pre-pupa.
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Fig.l.2.a.3.c. Larva de T.castaneum

Luego se inicia el estado de pupa libre (Fig.l.2.a.3.d), la cual dura entre 4 a 5

dias.

Fig.l.2.a.3.d. Pupa de T.castaneum.

En el estado pupal se facilita la diferenciacién de los sexos, debido a que la
hembra presenta papilas genitales (urogonfos) en su parte caudal. Estas papilas son
dos proyecciones conicas caracteristicas (Fig.l.2.a.3.e.A), en cambio el futuro macho
las exhibe en forma de una placa céncava de apariencia delicada y brillante
(Fig.l.2.a.3.e.B).

Pap ilas genitales

Papilas genitales

Fig.l.2.a.3.e.A. Extremo caudal de una pupa hembra de T. castaneum. B. Extremo caudal de
una pupa macho de T. castaneum. Modificado a partir de Agricultural Reserach Service, USA

(www.ars.usda.gov).
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En los adultos también se puede observar dimorfismo sexual, debido a que los
machos presentan un pequefio parche de cerdas cortas en el primer patas
(Fig.l.2.a.3.f).

Fig.l.2.a.3.f. Parches sexuales en un adulto macho de T. castaneum. Modificado a partir de

Agricultural Reserach Service, USA (www.ars.usda.gov)

El desarrollo, desde el huevo hasta el adulto, dura 30 a 35 dias en condiciones
favorables (Tabla 1.2.a.3). El tiempo de vida reproductiva en las hembras es de 3-4

meses y de los machos de 4-6 meses.

Tabla 1.2.a.3. Ciclo de vida de T. castaneum, en diferentes rangos de temperatura.

Temperatura
Estados 25°C 30°C 35°C
Huevo 7 dias 3 dias 2 dias
Larva 31 dias 20 dias 15 dias
Pupa 10 dias 4 dias 3 dias
Maduracién reproductiva 6 dias 5 dias 4 dias

Fuente Agricultural Reserach Service, USA (www.ars.usda.gov)

.2.b. Ulomoides dermestoides

.2.b.1. Clasificacion taxondmica

Phylum: Arthropoda

Clase: Insecta

Orden: Coleoptera

Familia: Tenebrionidae

Género: Ulomoides

Especie: Ulomoides dermestoides

I.2.b.2. Caracteristicas generales
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U. dermestoides (Fairmaire, 1893) posee metamorfosis completa: huevo, larva,
pupa y adulto. Fue introducida en Brasil por los inmigrantes que utilizaban los
escarabajos para el tratamiento del asma, la artritis, y otras enfermedades (Buzzi y
Miyazaki, 1999; Costa-Neto, 2002). Actualmente es plaga secundaria del mani en
Costa Rica. En la Argentina fue introducida para el tratamiento de diferentes
enfermedades; se ha registrado atacando pan de trigo y silos de granos, lo que la

convierte en una plaga de los productos almacenados (Flores y col., 2002).

1.2.b.3. Ciclo de vida

Las hembras ponen los huevos sobre los residuos del alimento, las posturas se
encuentran en grupos de 3 a 9 huevos, oviponiendo aproximadamente 210 huevos
durante su ciclo. El huevo (Fig.l.2.b.3.a) recién depositado esta recubierto de una fina
pelicula mucilaginosa, en la cual se adhieren residuos de harina y/o excrementos.
Luego de 16 a 18 dias emergen las larvas (Fig.l.2.b.3.b) de gran movilidad,
presentando un color blanco. El tamafio varia de acuerdo con los estadios, siendo el
minimo de 1 mm y el maximo de 11 mm. El numero de estadios que presenta U.
dermestoides, es variable y depende de factores como temperatura, humedad,

capacidad y tipo de alimento (Marinoni y Ribeiro-Costa, 2001).

Fig.l.2.b.3.a. Huevos de U. dermestoides

Fig.l.2.b.3.b. Larvas de U. dermestoides

Luego de 40 dias la larva en su ultimo estadio detiene su crecimiento y se
transforma en pupa. La pupa (Fig.l.2.b.3.c) es de tipo libre y de color banco y luego se
transforma en color café. Al igual que T. castaneum, en este estado se puede lograr la

diferenciacion de sexos, ya que la hembra presenta en su parte caudal, dos
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proyecciones laterales, con terminales esclerotizados y en el ultimo segmento o
extremo posterior del abdomen presenta un par de urogonfos con sus terminales
endurecidas.

Fig.l.2.b.3.c. Pupas de U. dermestoides

Los adultos pueden medir entre 5,0 mm y 1,0 mm (Fig.l.2.b.3.d). Las antenas
poseen once artejos bien diferenciados y miden aproximadamente lo mismo que el
ancho del cuerpo. La forma del cuerpo es oblonga, aplanada, la cabeza es tipo
prognata, con ojos compuestos prominentes, facilmente diferenciables en cualquier
posicién de los adultos. Poseen fuertes mandibulas. Los élitros presentan surcos o
estrias longitudinales, formados por las punturas que son correspondientes a las

venas longitudinales. Son activos, moviles, de gran capacidad de dispersion.

Fig.l.2.b.3.d. Adultos de U. dermestoides

1.3. Cuticula de los insectos
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Parte de la fisiologia de los insectos depende de la naturaleza de su cuticula, la
misma esta formada por varias capas, que de afuera hacia adentro son: la epicuticula,
la exocuticula, la endocuticula (Fig.l.3.a). La epicuticula usualmente tiene un espesor
de hasta 3 um, es una estructura muy compleja y su naturaleza varia entre diferentes
insectos (Wigglesworth, 1934). Si bien los componentes mayoritarios de la cuticula son
proteinas y quitina (constituida por polimeros de N-Acetilglucosamina) (Neville, 1975),
la epicuticula esta compuesta de una mezcla compleja de lipidos no polares.
Predominan hidrocarburos (HC) lineales y ramificados de muy largas cadenas (entre
20 y 40 atomos de carbono), alcoholes grasos, ceras, glicéridos y acidos grasos libres
de variadas estructuras (Blomquist y Jackson, 1979; Juarez y col., 1984; Blomquist y
Dillwith, 1985; Juarez y Brenner, 1985; Blomquist y col, 1987; Lockey, 1988; Nelson y
Blomquist, 1995; Juarez y Calderdn, 2007).

En la figura |.3.a se muestra un corte transversal del integumento de insectos
en la que se observa la disposicién de sus componentes principales (cemento, ceras,
epicuticula, exocuticula, endocuticula, epidermis, glandulas dermales y membrana

basal).

Setas

= Lera Capa de Cemento

Eiltwtionta doloo Abertura de la glandula dérmica

Epicuticula

Bl E Exocuticula
et
i IR | .
?I:'_-‘ ' [: 1, | Mesocuticula
TS |
Wiglsiii | _J
iii

Cuticula <

—frr—r=

1
o AL Ol [lEndm:utl'cula

Epidermis
Membrana basal

Oenocitos Célula tricogénica Glandula dérmica
(formadora de setas)

Fig.l.3.a. Esquema de un corte transversal del integumento de insectos. Modificado a partir de
Hackman, R.H, 1971. Chemical Zoology Vol. VI, Academic Press, NY

Para el desarrollo/mejoramiento de nuevas técnicas de monitoreo y control es
necesario conocer aspectos biolégicos y bioquimicos del insecto plaga. En insectos, la

superficie mas externa de la cuticula constituye la primera barrera de proteccion contra

10



Introduccién / TESIS Villaverde M. L. / 2014
|

agentes externos (quimicos, fisicos o biolégicos) (Wigglesworth, 1942; Juarez, 1994a,
1995; Napolitano y Juarez, 1997, Crespo y col., 2000, Crespo y col., 2002, Crespo,
2006, Pedrini y col, 2007, Pedrini y col., 2009). La epicuticula esta formada por una
delgada capa de lipidos (hidrocarburos, acidos grasos, ceras, alcoholes, etc.) una de
cuyas principales funciones es restringir la pérdida de agua, evitando la desecacién
(Wigglesworth, 1945, 1985; Hadley, 1984), controlar la absorcion de sustancias
quimicas, actuar como barrera para la actividad de microorganismos y actuar en
procesos de comunicacion quimica (Blomquist y col., 1987; Juarez, 1994b; Blomquist y

Howard, 2003; Blomquist y Bagnéres, 2010).

I.3.a. Hidrocarburos epicuticulares de insecto

Los hidrocarburos (HC), principalmente n-alcanos, y alquenos de cadenas
lineales o metil-ramificadas, son los lipidos epicuticulares mas estudiados. Las
longitudes de cadena usuales varian de 20 a 50 atomos de carbono. Sus funciones,
demostradas experimentalmente o inferidas, son muchas. Entre ellas se destacan ser
los principales responsables del rol de barrera para impedir la pérdida de agua, ya que
la gran relacion superficie/volumen de los insectos resulta en un alto potencial para la
desecacion; en este sentido, las caracteristicas hidrofébicas de los HC contribuyen
significativamente al balance hidrico del insecto (Hadley, 1984; Gibbs, 1995). Diversos
experimentos han demostrado que la abrasion de la cuticula con sustancias capaces
de danar la capa de lipidos, o la remocion de la misma tienen efectos drasticos en la
supervivencia de los insectos debido a la pérdida de agua (Beamont 1945,
Wigglesworth 1945, Locke 1965, Sponsler y Appel 1990, Juarez 1994a,b). Los lipidos
cuticulares contribuirian ademas a modular la tasa de ingreso de insecticidas (Juarez
1994a; Juarez, 1995; Juarez y col, 2010). Con respecto al ingreso de
microorganismos, se ha demostrado en Triatoma infestans (Hemiptera: Reduviidae) y
en algunos insectos plaga de granos almacenados, que los lipidos cuticulares y en
particular los HC, pueden actuar como fuente de carbono para el desarrollo de las
primeras etapas de crecimiento y penetracion de hongos entomopatégenos como
Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae (Napolitano y Juarez, 1997; Crespo y
col., 2000; Crespo y col., 2002; Crespo, 2006; Pedrini, 2006). También los lipidos
cuticulares actuarian en procesos de comunicacién quimica. En particular, los HC
sirven como senal de reconocimiento entre individuos de la misma especie o
enemigos, asi como suelen ser clave para el apareamiento; en insectos solitarios esta
capacidad es vital para la reproduccion y supervivencia (Hoélldobler y Michener, 1980;

Howard y Liang, 1993). En muchas especies y o6rdenes, los HC son especie-
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especificos, y a menudo sexo-especificos, es asi que los insectos pueden reconocerse
por simple contacto de sus cuticulas, como se ha demostrado para el HC monometil 7-
C23:1 en la mosca de la fruta (Drosophila melanogaster, Diptera: Drosophilidae) o el
monometil 9-C23:1 en la mosca domeéstica (Musca domestica, Diptera: Muscidae)
(Nelson y col., 1981; Caputo y col., 2005), participando diversos componentes no solo
como feromonas sexuales sino como afrodisiacos, antiafrodisiacos, etc (Carlson y col.,
1971; Bartlet y col.,, 1986; Jallon y David, 1987; Cobb y Jallon, 1990). HC de
estructuras similares (C23:1 con insaturaciones en diferentes posiciones) juegan
complejos roles en el apareamiento de escarabajos (Coleoptera) (Peschke y Metzler,
1987; Tillman y col., 1999; Blomquist y Howard, 2003).

Por su alta especificidad de especie, el patrén de HC se ha utilizado con
excelentes resultados como marcador taxonémico (quimiotaxonomia), contribuyendo
en la diferenciacion de géneros, complejos, especies, subespecies y aun de diferentes
poblaciones en dipteros y hemipteros (Carlson y Service, 1979; Juarez y Brenner,
1986; Carlson y col., 1993; Etges y Jackson, 2001; Juarez y col., 2002; Caputo y col.,
2007; Calderon y col., 2011).

Los n-alcanos son comunes a la mayoria de los insectos; sus proporciones en
la epicuticula varian desde trazas en la mosca tsetse (Glossina sp. Diptera:
Glossinidae) (Blomquist y col., 1985, Jackson y Bartelt 1986) hasta casi el 100% en
ciertos coledpteros (Lockey, 1985; Nelson y col., 1984).

Los n-alquenos se hallan en muchos insectos. Dentro de este tipo de
compuestos son mas importantes los mono-insaturados, la mayoria de éstos se
detectan mediante CGC como picos multicomponentes que contienen entre 3 y 6
isbmeros, en tanto que los di- y tri-insaturados son componentes menores de la
cuticula. En el caso de los dienos hay mezclas de isbmeros de posicion y en pocos
insectos se han reportado compuestos conjugados (Howard y col., 1978; Warthen y
Uebel, 1980; Nelson y col., 1984; Villaverde y col., 2009).

Los HC metil ramificados son caracteristicos de insectos, siendo los mono y
dimetil ramificados los mas abundantes; mientras que los tri- y tetrametil derivados se
encuentran en cantidades importantes en la mosca tsetse y en algunos triatominos
(Nelson y Carlson, 1986; Nelson y col., 1988; Juarez y Blomquist, 1993; Juarez y col.,
2001; Juarez y Calderon, 2007; Calderén y col., 2011 a, b). También se han detectado
HC penta-metilramificados (Blomquist y Bagnéres, 2010).

Tabla 1.3.a. Composicion de hidrocarburos epicuticulares.

12



Introduccién / TESIS Villaverde M. L. / 2014
|

Insecto

Hidrocarburos epicuticulares®

n-alcanos metil-alcanos n-alquenos

Referencia

Coleoptera

Leptinotarsa decemlineata
Rhyzopertha dominica
Sitophylus oryzae
Tenebrio monitor
Tribolium castaneum
Ulomoides dermestoides
Dictyoptera

Blattella germanica
Diptera

Aedes aegypti
Anopheles gambiae
Glossina morsitans

Musca domestica
Hemiptera

Nezara viridula

Rhodhnius prolixus
Triatoma infestans

T. dimidiata
Homoptera

Brevicoryne brassicae
Hyalopterus pruna

Sitobion avenae
Hymenoptera

Solenopsis invicta
Isoptera

Coptotermes formosanus
Lepidoptera

Manduca sexta
Lymantria dispar

Diatrea saccharalis
Orthoptera

Locusta migratoria
Melanoplus sanguinipes

Schistocerca gregaria

++++

++++

++

+++

++

+++

+++

+++

++++

+++

+++

+++

+++

+++

+++

++

++++

++++

++++

+++

++++

+++

++

++

+++

++

++

++++

+++

+++

+++

+++

++

++

++

++

++

++

++

++

++++

++

++++

++++

Nelson y col., 2003
Howard y Liang, 1993
Baker y col., 1984
Lockey, 1978
Baker y col., 1978
Villaverde y col., 2009

Augustynowicz y col., 1987

Horne y Priestman, 2002
Caputo y col., 2005
Nelson y Carlson, 1986
Nelson y col., 1981

Sosa-Goémez y col., 1997

Juarez y col., 2001
Juarez y Blomquist, 1993
Calderén y col.,2011b
Calderon y col., 2005,
2011a.

Szafranek y col., 2001
Szafranek y col., 2001
Hebanowska y col., 1989

Nelson y col., 1980

Haverty y col., 1996

Nelson y col., 1981
Jurenka y Subchev, 2000
Girotti y col., 2012

Lockey, 1976
Soliday y col., 1974

Lockey, 1976

a Composicion de HC:-, trazas/ausente; +, < 10%; ++, 10-40%; +++, 40-70%; ++++, > 70%.

En la tabla 1.3.a se detallan algunos érdenes de insectos de los cuales se

conoce la composicién de los HC epicuticulares.
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La presencia, ausencia o abundancia relativa de HC especificos se relaciona
con la presencia, ausencia o la actividad de las enzimas involucradas en su biosintesis
(Page y col., 1997; Dallerac y col., 2000; Takahashi y col., 2001; Juarez y Calderon,
2007). Estudios en varios o6rdenes de insectos aportan fuertes evidencias de que la
mezcla de HC es especifica de la especie (Carlson y col., 1971; Juarez y Brenner,
1985; Page y col., 1997; Etges y Jackson, 2001; Mullen y col., 2007; Juarez y
Calderon, 2007; Dapporto y col.; 2009).

1.3.b. Biosintesis de hidrocarburos y lipidos cuticulares

En insectos, plantas y mamiferos la biosintesis de HC se inicia a partir de la
sintesis de 4acidos grasos y su posterior elongacion. Kolattukudy y col (1976)
demostraron que el acido palmitico (C16:0) producido por una acido graso sintetasa
citosdlica, es elongado por acil-CoA elongasas asociadas a la membrana del reticulo
endoplasmatico, generando un acil-CoA de muy larga cadena, el cual es
decarbonilado para obtener un HC con un atomo de carbono menos (Qui y col., 2012)
(Fig.1.3.b.1).

Hidrocarburos de cadena lineal
LC19 C21 C23 C25 C27 €29 C31 (33,

C2-CoA

sintesis de z s
AG Sintasas acidos . Citecrome P450 | decarbonilacion

C16-CoA—=E 3, 18-+ C20—+ C22-+ C24—+ C26-+ C28—+ C30—> C32— C34-CoA’s

Acil-CoA elongasas

1- reduccién
liberacion del Aslied

sistema elongante
G20 5 026 O3y AEIM0s Erasss 'C28 €30 €3z C34
libres Alcoholes grasos
Gliceridos
Ceras

Figura 1.3.b.1. Esquema de formacién de hidrocarburos de cadenas lineales en insecto.
Modificado a partir de Juarez y Calderén, 2007.

En insectos, la biosintesis de los acidos grasos de muy larga cadena (AGMLC)
en el integumento, fue descripta por primera vez en T. infestans y ocurre también a
través de la accion de una acido graso sintetasa acoplada a acil-CoA elongasas
relacionadas a la membrana del reticulo endoplasmatico (Juarez y Brenner, 1989;
Juarez, 1995; Juarez y col., 1996). Estos estudios demostraron que las tres especies
lipidicas principales de la cuticula de este insecto, HC, alcoholes grasos y acidos

grasos libres o esterificados, estan relacionadas biosintéticamente; y que los acidos
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grasos de 26, 28, 30, 32 y 34 carbonos en la cadena lineal son los sustratos para la
sintesis de los principales HC (n-C25, n-C27, n-C29, n-C31 y n-C33). En Blattella
germanica (Blattodea: Blattellidae) y T. infestans se demostré la sintesis de acidos
grasos saturados lineales y metil ramificados de 16 a 18C, por accién de dos acido
graso sintetasas de localizacién citosolica y microsomal, respectivamente (Juarez y
col., 1992, Juarez y col., 1996). Estas se acoplan a un sistema elongante que produce
AGMLC de hasta 34C, que se incorporan en las fracciones de acidos grasos libres y
acilglicéridos de la epicuticula (Juarez y Brenner, 1989, Juarez y col., 1992, Juarez y
col.,, 1996; Juarez y Calderon, 2007). Los productos de elongacién comprenderian
acidos grasos lineales y metil ramificados de 20C a mas de 30C, los precursores de
los HC mayoritarios en este insecto. EI mecanismo de la etapa final de formacion de
los HC cuticulares de insectos fue un tema de controversia por mas de 20 afios. El
grupo del Dr. Blomquist ha logrado demostrar que una enzima citocromo P450 (familia
CYP4G), convertiria las acil-coAs de muy largas cadenas en HC, mediante una
reaccion de decarbonilacién oxidativa, previa conversion en aldehido por accién de
una acil-CoA reductasa (Qiu y col., 2012).

Los metilalcanos se forman por sustitucién de metilmalonil-CoA en lugar de
malonil-CoA en posiciones especificas durante la elongacion de la cadena (Fig.1.3.b.2).
Segun los estudios de Dillwith y col, (1982) y Chase y col, (1990), la metilmalonil-CoA
se incorpora en los pasos iniciales de la elongacion de la cadena en insectos por
accién de una acido graso sintasa (FAS) (de Renobales y col, 1989) de localizacién

microsomal (Juarez y col., 1992, Juarez y col., 1996).
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Figura 1.3.b.2. Ejemplo de etapas en la biosintesis de HC metil ramificados. Modificado a partir de
Juérez y Calderén, 2007.
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Dada la importancia y enorme complejidad del rol de los HC en insectos, y su
especificidad, la disponibilidad del genoma de numerosos insectos

(www.beetlebase.org, www.beebase.org, www.butterflies.org, www.vectorbase.org,

etc) facilitara la identificacion de genes conservados, asi como avanzar en la
comprension de los mecanismos asociados con el metabolismo, y el transporte de
lipidos y feromonas, entre otros aspectos. Ademas de los aspectos basicos, este
conocimiento es relevante en referencia al control de plagas, dado podria permitir el

disefo de inhibidores especificos y ecolégicamente aceptables de diversas plagas.

I.4. Comunicacion quimica entre especies

La comunicacion quimica en insectos estda asociada a la reproduccion,
proteccién y busqueda de alimentos. El término “feromona” se aplica a aquellos
compuestos quimicos que permiten una comunicacion entre ejemplares de una misma
especie (Karlson y Butenandt, 1959). Estas sustancias pueden ser volatiles, (de bajo
peso molecular) y, en su gran mayoria, derivadas de acidos grasos y terpenos. Existen
ademas feromonas no volatiles (de alto peso molecular) que requieren contacto directo
para ser percibidas.

Segun su modo de accion, las feromonas se dividen en dos grandes grupos:
“primer”: producen cambios fisioldgicos, los que a su vez induciran una respuesta en la
conducta. Su accidn esta bajo la influencia del sistema endocrino.

“releaser”: son las de respuesta inmediata y actuan a través del sistema nervioso. En
este grupo se encuentran las mas conocidas, como las de atraccion sexual, de alarma,
de reclutamiento y de agregacion.

Las feromonas sexuales son los semioquimicos mas estudiados,
especialmente por su utilidad en programas de control integrado de plagas (Phillips,
1997). En insectos, los sistemas de comunicacion por feromonas sexuales son
altamente sensibles y especificos. La especificidad viene dada por la singularidad de
la estructura quimica (posicién y/o geometria del doble enlace, quiralidad, etc.) y por
una mezcla determinada de componentes de la feromona (multicomponentes). Los
compuestos mas usuales son acidos grasos libres y esterificados, cetonas, alcoholes e
hidrocarburos. Para analizar su estructura, isomeria geométrica y configuracion, en el
pasado se necesitaba gran cantidad de insectos; p.ej. para aislar e identificar la
feromona sexual del gusano de seda (10E, 12Z)- hexadecadien-1-ol se utilizaron
500.000 hembras (Butenandt y col., 1959). En la actualidad, debido a los avances en
las técnicas y a la sofisticacion de los equipos de nueva generacion, el numero de

insectos utilizados es notablemente menor, p.ej, para aislar la feromona sexual de
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Parastizopus transgariepinus (Coleoptera: Tenebrionidae), se emplearon grupos de 3
machos (Geiselhardt y col., 2008). Las feromonas sexuales se pueden dividir en
feromona sexual de largo alcance, liberada por un individuo para atraer al sexo
opuesto a distancia, o en feromonas sexuales de contacto (corta distancia), incitando
una conducta de cortejo y/o copulacion en el sexo opuesto. Generalmente las
feromonas sexuales de largo alcance son altamente volatiles, y percibidas mediante el
sistema olfativo, mientras que las feromonas de contacto poseen una baja volatilidad y
se ha sugerido que son percibidas como estimulos gustativos (Nojima y col., 2007). A
la fecha, la mayoria de las feromonas sexuales estudiadas corresponden a feromonas
sexuales de largo alcance, especialmente de insectos plaga; por esto el estudio de
feromonas de contacto fue relegado a un segundo plano, probablemente debido a su
supuesto bajo potencial para ser utilizadas en programas de control de plagas. Sin
embargo, ambos tipos de feromonas pueden ser importantes para el apareamiento, y
en algunas especies de insectos, ambos tipos son usadas secuencialmente (ejemplo,
B. germanica, Nojima y col., 2005). En T. infestans, se demostroé en este laboratorio
que los alcoholes grasos de las hembras resultaron esenciales para desencadenar los
intentos de copula de los machos (Cocchiararo y col., 2011).

Las feromonas de alarma muestran menor quimioespecificidad que la feromona
sexual y su selectividad se basa principalmente en su volatilidad, mas que en sus
caracteristicas estructurales. Predominan en insectos sociales, como las hormigas, en
las que se han aislado sustancias terpenoides, HC y cetonas (Blum, 1969).

Las feromonas de reclutamiento también son caracteristicas de insectos
sociales. En abejas, una mezcla de geraniol, neral, genarial y acido nerdlico, actuarian
para marcar la colmena y las fuentes de alimento (Free y col., 1981; Le Conte y col.,
1990).

Las feromonas de agregacién, pueden conducir a sitios de alimentacion y/o de
reproduccion. Su liberacion puede provocar una infestaciéon masiva. Se han aislado en
hemipteros, como en T. infestans (Lorenzo y col., 2009), dipteros como en D.
melanogaster (Bartelt y col., 1985) y mayoritariamente en coledpteros siendo
caracteristicas de insectos plaga de granos almacenados, como R. dominica
(Khorramshahi y Burkholder, 1981), S. oryzae, S. zeamais (Schumuff y col., 1984), T.
castaneum, T. confusum (Suzuki y Sugawara, 1979), O. surinamensis (Pierce y col.,
1985).
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l.4.a. Feromonas de coledpteros

La diversidad biolégica de los coledpteros, alrededor de 375.000 especies,
distribuidas en 150 familias, se refleja también en la diversidad estructural de las
feromonas sexuales producidas por estos insectos (Tillman y col., 1999; Seybold y
Vanderwel, 2003). Estas van desde simples estructuras, como por ejemplo HC de
cadenas lineales o ramificados, a estructuras complejas, tales como lactonas,
heterociclos de oxigeno, derivados de aminoacidos o compuestos aromaticos
(Vanderwel y Oehlschlager, 1987) (Tabla 1.4.a).

Tabla.l.4.a. Diversidad estructural de feromonas sexuales en coledpteros.

Especie Familia Compuestos Emisor
: (2S,3S)-octan-2,3-diol

Xylotrechus pyrrhoderus Cerambycidae (28)-2-hidroxioctan-3-ona Macho

Anthrenus flavipes Dermestidae Acido (3Z)-decenoico Hembra

Gnathotrichus sulcatus Curculionidae  (2S) y (2R)-6-metil-5-hepten-2-ol Macho

Sitophilus oryzae Curculionidae g':(?r,]SaR)-S-h|drOX|-4-met|Iheptan- Hembra

Diabrotica virgifera Chrysomelidae Propionato —de  (1R7R)-1.7- o 1
dimetildecilo

Lasioderma serricorne Anobiidae (45,6S,7S)-7-hidroxi-4,6- Hembra
dimetilnonan-3-ona

Holotrichia parallela Scarabaeidae  (25:35)-2-amino-3- Hembra

metilpentanoato de metilo
Exomala orientalis Scarabaeidae = 7-(Z) y 7-(E)-tetradecen-2-ona Hembra

Modificado a partir de Seybold y Vanderwel, 2003

Estas feromonas pueden producirse a través de modificaciones en la ruta
biosintética de acidos grasos, compuestos isoprenoides y metabolismo de
aminodacidos. Estas modificaciones a menudo incluyen formacion estereoespecifica de
los productos finales. La abundancia de centros quirales en los componentes de las
feromonas de coledpteros incrementa su complejidad y diversidad (Blomquist y Vogt,
2003).

Un tema a dilucidar en la sintesis de feromonas es determinar el origen de sus
componentes, especificamente establecer si son sintetizados de novo o son derivados
precursores obtenidos de la dieta, y utilizados directamente, o son alterados por el
sistema enzimatico de los insectos. Por ejemplo, es posible que el escarabajo
Dendroctonus pseudotsugae (Coleoptera: Curculionidae) obtenga su feromona, el
limoneno, desde su hospedador Pseudotsuga menziesii, durante la alimentacion.
(Rudinsky y col., 1977).

Otros estudios reportaron la biosintesis de feromonas derivadas de terpenos,
por modificacion de los compuestos provenientes de hospederos. Por ejemplo machos

de Cryptolestes ferrugineus (Coleoptera: Laemophloeidae), alimentados con farnesol
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marcado radioactivamente incorporaron la marcacion en uno de los componentes de
su feromona de agregacion (4-E,8-E-4,8-dimetildecadien-10-olido) (Tillman y col.,
1999).

Las feromonas de colebpteros, que se generarian por sintesis de novo, son
aquellas de origen isoprenoide, y las derivadas de acidos grasos. Por ejemplo, la
produccién de ipsdienol y E-mircenol en machos de Ips duplicatus (Curculionidae)
ocurre de novo, mediante la ruta isoprenoide (lvarsson y col.,, 1993). Estudios
realizados por Seybold y col (1995), también demostraron que la sintesis de la
feromona de agregacion de Ips pini 'y Ips paraconfusus utilizando [1-'*C] -acetato y [1-
'“C]-mevalolactona, ocurre de novo mediante la via del mevalonato. Los precursores
de feromonas también pueden ser acidos grasos, como por ejemplo ocurre en
hembras de Tenebrio molitor, la sintesis de la feromona sexual, (4-metil-1- nonanol)
ocurre de novo a través de una modificacién en la biosintesis de acidos grasos. La
iniciacion de la ruta con una unidad de propionato genera una cadena con numero
impar de carbono. La incorporacion de una nueva unidad de propionato durante la
elongacién de la cadena introduce la metil ramificacién; finalmente la reduccion del
acido metilnonanoico produce la feromona (Islam y col., 1999). También se ha
estudiado la biosintesis de la feromona de agregacién en T. castaneum, el 4,8-
dimetildecanal (4,8-DMD) (Suzuki y Sugawara, 1979; Suzuki 1980), que es producida
por los machos adultos. La biosintesis de la feromona ocurre de novo a través de una
modificacion en la biosintesis de acidos grasos, mediante la secuencia de acetato-

propionato-acetato-propionato-acetato (Kim y col., 2005).
I.4.b. Compuestos organicos volatiles liberados por Tribolium castaneum

El sistema de defensa quimica de los tenebriénidos es uno de los mas
estudiados entre los insectos. Mas de 200 especies se han estudiado hasta ahora
(Tschinkel 1975b; Howard 1987; Brown y col., 1992). Las secreciones son
principalmente quinonas, metil y etil- 1,4 benzoquinonas, acompafadas generalmente
por hidrocarburos insaturados de diversas longitudes de cadena, ademas de
cantidades menores de otros compuestos como, monoterpenos (Brown y col., 1992;
Geiselhart y col., 2006) y cetonas (Tschinkel 1975a). Los compuestos de defensa
liberados por los insectos se secretan durante el estrés causado por los depredadores
(Tschinkel, 1975b). Los adultos de T. castaneum liberan abundantes secreciones de
defensa (repelentes e irritantes) (Roth, 1943; Eisner, 1966; Tschinkel, 1975b; Ruther y
col., 2001) Estas sustancias son liberadas en gran cantidad cuando los insectos

infestan depdsitos de granos y sus derivados almacenados, modificando las
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propiedades de los alimentos a los cuales contaminan y confieren un olor
desagradable. Los principales compuestos organicos volatiles (VOC) emitidos por esta
especie son la metil-1,4-benzoquinona (MBQ) y la etil-1,4-benzoquinona (EBQ) Bium,
1981; Attygalle y col., 1991, 1993; Eisner y col., 1998) (Fig.l.4.b.1.A), junto con el HC, 1-pentadeceno (n-

C15:1) (Alexander y Barton, 1943; Happ, 1968; Suzuki y col., 1975) (Fig.l.4.b.1.B).

Fig.l.4.b.1. Estructuras de los VOC. A: Benzoquinonas (BQ): R; = CH;, R, = H (Metil-1, 4
benzoquinona (MBQ)), R4 = C,Hs, R, = H (Etil-1,4 benzoquinona (EBQ)). B: 1-pentadeceno (n-
C15:1)

Las benzoquinonas (BQ), son almacenadas en los reservorios glandulares
(RG) y liberadas por estos insectos a través de las glandulas protoracicas y
abdominales (Fig.l.4.b.2 y 3).

Fig.l.4.b.2. Esquema de la ubicacién de las glandulas protoracicas. A: orificio de salida de los
compuestos. B: Reservorio Glandular (RG). C: Musculo retractil de la glandula. Modificado a
partir de Tschinkel, 1975b.
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Fig.l.4.b.3. Esquema del abdomen de insecto donde se resaltan los RG. Modificado a partir de
Tschinkel y Doyen.1980.

Estas sustancias son toxicas debido principalmente a que facilitan la formacion
de especies reactivas del oxigeno, se unen covalentemente a macromoléculas (Bolton
y col., 2000; Monks y Jones, 2002) o alteran el metabolismo del Ca*™ afectando en
forma potente la respuesta inmune por inhibicion de las funciones de macrofagos
(Pfeifer e Irons, 1983). Las BQ también son tdxicas para el propio insecto, de manera
que son almacenadas en las mencionadas glandulas como su precursor atoxico,
hidroquinona (HQ), y al momento de ser secretadas son trasformadas a BQ mediante
una reaccion con H,O, catalizada por una peroxidasa (Happ, 1968). El n-c15:1 actuaria
como disolvente de las BQ en el cuerpo del escarabajo (Peschke y Eisner, 1987). LOS machos producen la
feromona de agregacion, el 4,8-DMD (Suzuki y Sugawara, 1979; Suzuki, 1980), que
atrae a ambos sexos y conduce a sitios de alimentacién y/o de reproduccion,
provocando generalmente una infestacion masiva. Estudios posteriores revelaron que
el 4,8-DMD seria también una feromona de agregacion producida por los machos de
otras especies del género Tribolium (T. castaneum, T. confusumy T. freemani) (Suzuki
y col., 1987). La localizacién de la glandula productora de esta feromona no esta
definida; Faustini y col. (1981) reportaron su ubicacién en los fémures de las patas, sin
embargo Qazi y col. (1998), demostraron que las patas no eran los principales sitios
de produccion ya que machos sin sus patas continuaban liberando importantes
cantidades de 4,8-DMD. Actualmente se ha demostrado que T. castaneum libera una
mezcla de isémeros de 4,8-DMD (Lu y col, 2011).

Dada la importancia econédmica de esta plaga, una variedad de meétodos
sofisticados y complejos se han utilizado para analizar las principales secreciones
volatiles de T. castaneum (Unruh y col., 1998). En la Tabla I.4.b se muestran ejemplos
de las distintas metodologias utilizadas para de su analisis. La gran variacién en el
contenido de quinonas reportado se debe, en parte a los distintos procedimientos
empleados, y también a la falta de informacion sobre la edad de los insectos utilizados

en los ensayos.

Tabla.l.4.b. Analisis de benzoquinonas de T. castaneum

Método Resultado Referencia

Sublimacién de 500-1000 insectos por No hay datos de cuantificacion de Alexandery
ensayo con etanol frio, solvente quinonas Total de la secrecion 2,3 Barton (1943)
NaHSO; Insectos de edad y sexo -4,5ug/insecto

desconocido. Pruebas quimicas y

analisis UV.
Sublimacién de 25000-74000 insectos  Total de quinonas ~16,2 Loconti y Roth
por ensayo con éter y éter dietilico. Mgl/insectos.10-20% de MBQ, 80- (1953)

Insectos de edad y sexo desconocido. 90% de EBQ, < 1% de 2 metoxi 1-4
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BQ

Secreciones de defensa y extractos No hay datos cuantificacion de Happ (1968)
metandlicos celulares, analizados por quinonas. La secrecion y extracto
TLC. Método de extraccion no celular ambos contenian
descripto. sustancias fendlicas, mezcla de
Insectos de edad y sexo desconocido. HQ, MHQ y EHQ. El extracto
Diseccion de glandulas y pruebas celular contenia b-glucésido.
quimicas realizadas con tejidos
fijados.
Lavado y homogeneizado de 10-200 Quinonas de superficie: 0,3 Pappasy
insectos por ensayo con metanol. Mglinsecto. Quinonas totales: 25 Wardrop (1996)
Insectos de edad y sexo desconocido.  ug/insecto (MBQ: 38%, EBQ: 62%,
Andlisis por LC/UV/MS. MHQ y EHQ fueron detectadas
pero no cuantificadas).
Homogenato de 1-4 insecto por Q de 40 dias posteclosion: MBQ y Unruh y col
ensayo con solucién acuosa de MHQ: 20,4 + 1,5 pg/insecto; EBQy (1998)

metanol 10%, HCI 10 mM, acido
ascorbico 25 mM.

Insectos de edad y sexo conocido.
Analisis LC/UV/EC

EHQ: 32,0 £ 2,7 ug/insecto.

& de 40 dias posteclosion: MBQ y
MHQ: 15,5 + 3,0 pg/insecto; EBQ y
EHQ: 22,2 + 4,3 ug/insecto.

En 1941, Roth y Howland aislaron la secrecion de T. confusum pasando aire
sobre el insecto. La secreciéon se condensé en una trampa de hielo seco, dando
cristales de color amarillo-marrén. A temperatura ambiente la sustancia recogida era
un liquido volatil con un olor acre. Como ha sefialado Roth (1943), las glandulas
secretoras sobre el abdomen y térax del adulto de T. castaneum, T. confusum y T.
destructor contienen un liquido irritante picante. En 1943, Alexander y Barton
informaron sobre secreciones liberadas por T. castaneum. En 1971, Von Endt y
Wheeler aislaron un nuevo compuesto, n-C15:1, ademas de las benzoquinonas; el n-
C15:1 facilitaria la absorcién de las quinonas cuando los insectos son atacados por
depredadores. Howard (1987) realizé un andlisis de las secreciones de defensa de la
familia Tenebrionidae, incluyendo a T. confusum y T castaneum. El autor determiné la
presencia de 15 hidrocarburos, de los cuales se encontraron cinco en todos los
insectos estudiados, incluyendo también a la metil-1,4-benzoquinona y la etil-1,4-
benzoquinona. Los niveles de las secreciones volatiles pueden variar en cantidades casi
indetectables justo después de la eclosion del adulto, a niveles cada vez mayores
como ocurre en los adultos maduros. Se ha reportado en hembras de Tribolium spp.
de 30 dias de edad, concentraciones de 35-46 ug de benzoquinona y 14-24 ug de n-
C15:1 (Wirtz y col., 1978). En un estudio realizado por Yezerski y col., (2004) se
cuantificaron las dos principales quinonas secretadas, usando cromatografia liquida de
alta resolucion (HPLC) empleando cepas genéticamente distintas de T. confusum. Los
valores medios detectados fueron de alrededor de 0,4 pg/insecto de MBQ y 2
pg/insecto de EBQ, mientras que las cantidades internas (glandulares) eran alrededor
de 10 y 15 pgl/insecto, respectivamente en las cepas "de alta-producciéon” y "baja-

produccién”.
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I.5. Métodos para el andlisis de compuestos volatiles organicos

Modernas metodologias permiten el analisis directo de volatiles liberados. El
método mas simple es tomar muestras del espacio gaseoso de una muestra con una
jeringa para gases directamente del espacio de cabeza (HS-headspace-) e inyectarla
directamente en un cromatografo de gases. Es un procedimiento poco eficiente para
extraccion, pero es utilizable en caso de alta produccién de volatiles.

Alternativamente, los compuestos volatiles de una muestra pueden ser
transportados por un gas carrier (aire purificado generalmente) a una trampa sdlida de
polimeros porosos (por ejemplo, Tenax TA, Porapak Q, Chromosorb 102) donde los
analitos son adsorbidos y preconcentrados, luego pueden ser liberados o bien a través
de la extraccion con disolventes organicos (Fontan y col., 2002) o mediante desorcion
térmica (Lima y col., 2001). Los compuestos volatiles pueden ser adsorbidos mediante
muestreo difusivo del espacio de cabeza o por purga y captura activa de gases del
espacio de cabeza (Seitz y col., 1999; Hatami y col., 2011).

En 1989 Belardi y Pawliszyn describieron el método de microextraccion en fase
sélida del espacio de cabeza (Headsapce-Solid Phase Micro Extraction-HS- SPME),
utilizando microfibras recubiertas de material adsorbente para la toma de muestra de
volatiles seguida por la inyeccion directa en una unidad de desorcidon térmica en el
cromatégrafo de gases.

Ofra alternativa es el reciente desarrollo de sensores electronicos que
responden a los compuestos volatiles especificos, dando lugar al desarrollo de la nariz
electrénica (e.n -electronic nose-), surgiendo asi nuevas maneras de detectar el dafio
de los insectos en los granos almacenados (Stetter y col., 1993; Hu, 2006; Zhang y
Wang, 2007; Zhang y Wang, 2008; Zhou y Wang, 2011).

1.6. Control de insectos plaga de granos almacenados

La agricultura sustentable requiere de nuevas alternativas de control que
permitan reducir o eliminar la aplicaciéon de insecticidas tradicionales basados en el
uso de fumigantes y productos quimicos persistentes con alto impacto ambiental. Las

tendencias actuales en el manejo integrado de plagas (MIP) se orientan hacia la
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preservaciéon del ambiente junto al uso de métodos de bajo impacto y pesticidas

naturales de escasa toxicidad.

I.6.a. Agentes naturales

El uso de polvos desecantes o abrasivos como agentes insecticidas se conoce
desde hace mucho tiempo, sin embargo, su actual nivel de comercializacion es
relativamente escaso. Las tierras de diatomeas (TD) son de origen sedimentario y
estan formadas por los restos fésiles de algas unicelulares de origen lacustre o marino
(Korunic, 1997; 1998; Lord, 2001; Dal Bello y col., 2006). Estos sedimentos estan
formados principalmente por las paredes celulares de las diatomeas (frustulos),
compuestas por silice amorfa. Segun la clasificacion de la Organizacion Mundial de la
Salud, la TD amorfa pertenece a la Clase Il (WHO, 2009), considerada no tdxica para
mamiferos (Quarles, 1992) y su uso en alimentos almacenados esta autorizado por la

Agencia de Protecciéon Ambiental de los Estados Unidos de América (USA Federal

Register, 1981).

Fig.l.6.a. M.E de barrido de TD (Modificado de Permaguard)

El uso de TD como insecticida esta registrado en varios paises para la
proteccion de granos almacenados, asi como para su uso doméstico y en
invernaderos. Una de las ventajas en su aplicacion es que no deja residuos toxicos,
por lo cual es apta para la produccidén organica y tiene un alto poder residual que es
superior al de muchos insecticidas quimicos. EI mecanismo de accion insecticida de la
TD es por abrasion y adsorcion de los lipidos cuticulares del insecto que produce su
muerte por desecacion (Korunic, 1998; Subramanyan y Roesli, 2000). También tienen
una participacion importante en la absorcién de sustancias quimicas, en la penetracion
de microorganismos y alterarian procesos de comunicacion quimica (Juarez, 1994;
Juarez y Calderon, 2007; Pedrini y col., 2007; Blomquist y Banegeres., 2010). El grado
de susceptibilidad del insecto esta relacionado con la capacidad de las distintas TD

para adsorber los lipidos cuticulares, lo cual a su vez se relaciona con la estructura
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cuticular, habitos y fisiologia del insecto blanco (Akbar y col., 2004; Korunic y Fields,
2006; Dal Bello y col., 2006; Athanassiou y Korunic, 2007).

En este sentido, la reciente deteccion de depdsitos de diatomitas locales en las
cercanias de la localidad de Ingeniero Jaccobaci (Provincia de Rio Negro) con
capacidad insecticida, tanto en forma individual como combinadas con B. bassiana
(Dal Bello y col., 2006), abre un importante campo de aplicacion de este producto en el
pais ya que hasta el momento, la totalidad de las TD usadas comercialmente son

importadas.

1.6.b. Agentes biolégicos

Una rama del control bioldgico, es el control microbiano. Los microorganismos
mas utilizados son bacterias, hongos, virus. Las principales ventajas de su utilizacién
respecto del control quimico residen en que no contaminan el ambiente ni son toxicos
para el hombre, asi como la escasa probabilidad de aparicion de resistencia en los
insectos blanco, como a sus multiples modos de accion. Ademas, al multiplicarse y
dispersarse dentro del agroecosistema se puede lograr un efecto a largo plazo una vez
que logran introducirse y colonizar el mismo. Una desventaja con el control quimico es
que al tratarse de organismos vivos, son sensibles a las condiciones climaticas
(temperatura, humedad relativa, luminosidad, etc.) y requieren mayores cuidados en
su almacenamiento para evitar pérdidas de su patogenicidad o disminucién de su
virulencia. La variada especificidad de hospedadores hace posible que se puedan
seleccionar cepas que presenten selectividad o baja mortalidad para otros enemigos
naturales como parasitoides o predadores. Los hongos entomopatégenos han sido
exitosamente utilizados como enemigos naturales de varias especies de artropodos
(insectos y acaros). La extensa lista de hospedadores incluye moscas, mosquitos,
tucuras, escarabajos, gorgojos, chinches, hormigas y mariposas. Aunque existen mas
de cien especies de hongos patdgenos de insectos, los mas usados en estrategias de
control biolégico son los deuteromicetes debido a que poseen ciclo de vida simple, se
producen a gran escala con relativa facilidad y poseen un amplio rango de insectos
hospedadores (Charnley, 1991; Lacey y col., 2001). Aprovechando esta propiedad
bioinsecticida, asi como la facil disponibilidad y desarrollo de estos hongos en el
laboratorio, Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae son utilizadas como
micoinsecticidas en distintas regiones del mundo. La capacidad insecticida de B.
bassiana ha sido demostrada sobre diferentes coledpteros plaga de granos
almacenados (Fig.l.8.b) (Adane y col., 1996; Padin y col., 1997; 2002; Hidalgo y col.,
1998; Moino y col., 1998; Smith y col., 1998; Rice y Cogburn, 1999; Dal Bello y col.,
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2001; Pedrini y col., 2001; Crespo y col.,, 2002, Dal Bello y col., 2006, Pedrini y
col.,2010), siendo uno de los potenciales candidatos para el control biolégico en este
sector donde es evidente la necesidad de reducir la aplicacion de pesticidas quimicos

a su minima expresion.

Fig.l.6.b. Ejemplar adulto de U. dermestoides muerto por B. bassiana, luego de 3-4 dias de
incubacion en camara humeda: A la derecha del insecto infectado se muestran un ejemplar no
tratado. Aumento: 4x. Tomado de Pedrini 2006.

El empleo de nuevas estrategias de control ecolégicamente aceptables, como
métodos alternativos a los pesticidas quimicos tradicionales, es indispensable y
urgente. Los hongos entomopatdégenos tienen un gran potencial como agentes
bioinsecticidas. Es por esto que para un resultado exitoso, no es suficiente la
deteccién y aplicacion de cepas virulentas, sino que es esencial utilizar herramientas

biotecnoldgicas que optimicen su funcionamiento.
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I.1.0bjetivos generales

- Avanzar en el conocimiento de la bioquimica de los lipidos cuticulares de

insectos, tomando como modelo a insectos plaga de granos almacenados.
- Estudiar las secreciones volatiles de origen lipidico de estos insectos.

- Estudiar la interaccién entre insectos plaga de granos almacenados y agentes

de control que producen bajo impacto ecolégico.

11.2.0bjetivos especificos

- Analizar la composicion cuali/cuantitativa de los hidrocarburos de T.

castaneum.

- Desarrollar un método de alta sensibilidad para el analisis de compuestos

volatiles organicos (VOC) emitidos por T. castaneum.
- Caracterizar y analizar los VOC liberados por U. dermestoides.

- Iniciar el estudio del metabolismo de los lipidos cuticulares y secreciones

volatiles derivadas, en T. castaneumy U. dermestoides.

- Evaluar la capacidad insecticida de tierras de diatomeas locales en T.

castaneum, R. dominicay S. oryzae.

- Evaluar el efecto de hongos entomopatdégenos, en la supervivencia y ciclo de

vida de U. dermestoides 'y T. castaneum.
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lll.1. Reactivos, drogas, estandares, solventes y accesorios utilizados

Los solventes utilizados (hexano, etanol, diclorometano, éter etilico, acetona,
cloroformo, metanol, acetonitrilo, tetrahidrofurano, dimetil sulféxido) fueron grado
proanalisis de las marcas Merck (Darmstadt, Alemania) y Carlo Erba (Milan, Italia).

Se emplearon las siguientes placas para cromatografia en capa fina (TLC): de

acido silicico (Aldrich, Milwaukee, USA), de silica gel Polygram Sil G/UV254 (Macherey-

Nagel, Diren, Alemania), y las placas de alta resolucion (HPTLC Silicagel 60, Merck
Darmstadt, Alemania). El acido silicico utilizado como relleno de columnas de
purificacién fue Biosil A (Bio-Rad Lab, Richmond, Canada) y Supelcosil™
Bellefonte, USA)

Los estdandares de acidos grasos, 1-pentadeceno, hidroquinona y 1,4-

A (Supelco,

benzoquinona fueron obtenidos de Sigma- Aldrich (St. Louis, USA).

Las fibras de microextraccion en fase soélida se adquirieron en Supelco
(Bellefonte, USA). El porapak Q utilizado para relleno de las trampas de volatiles se
adquirié de Waters Assoc., Inc. (Massachussets, USA).

Los trazadores radiactivos utilizados, ['*C] acetato (56 mCi/mmol) y [*C]
palmitato (57,5 mCi/mmol) de New England Nuclear (Boston, USA). El liquido de
centelleo utilizado fue Optiphase Hisafe 2 de Perkin Elmer Life Sciences, (Boston,
USA).

11l.2. Insectos

Se utilizaron ejemplares de insectos plaga de granos almacenados, T.
castaneum (Fig.lll.2.A), R. dominica, S. oryzae y U. dermestoides (Fig.lll.2.B),
provenientes de colonias pertenecientes a la Catedra de Terapéutica Vegetal, Facultad
de Ciencias Agrarias y Forestales, UNLP. Los insectos fueron criados en frascos de
vidrio de 500 ml cubiertos con una red fina de tela y mantenidos en camara de cria a
27 £ 2°C y 70 + 5% de humedad relativa, fotoperiodo de 12 h/12 h luz: oscuridad,

excepto U. dermestoides que fue mantenido a 25 °C y en oscuridad.

Se alimentaron con dietas consistente en grano de trigo entero para S. oryzae y R.
dominica; pan de salvado, salvado de trigo y mani para U. dermestoides y una mezcla
de harina de trigo (85%), levadura de cerveza (5%), germen de trigo (5%) y leche

descremada en polvo (5%) para T. castaneum.
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Fig. lll.2: Ejemplares adultos de T. castaneum (A) y U. dermestoides (B)

lll.3. Analisis de los lipidos de T. castaneum
lll.3.a. Extraccién

Ejemplares adultos de T. castaneum fueron lavados con agua bidestilada para
remover restos de alimento, luego secados en papel por 10 min, transferidos a viales
de 4 ml, y sumergidos en n-hexano destilado (6 ml/gr de insecto), realizando tres
extracciones de 5 min, y colectando en un vial el extracto conteniendo los lipidos

cuticulares (Juarez y col, 2001).
lll.3.b. Cromatografia en capa fina (TLC)

El extracto obtenido como se explica en la seccion anterior (Ill.3.a.) se
concentré con un gas inerte (N2) y se analizé en placas de silica gel de 4 x 8 cm
(Macherey-Nagel, Duren, Alemania), las muestras se sembraron en bandas o puntos,
y su desarrollo se efectud en cubas de vidrio utilizando dos sistemas de desarrollo:

1- n-hexano (100%), para separar compuestos de muy baja polaridad

2- n-hexano:éter etilico:acido acético (80:20:1 v/v), para la separacién de los

lipidos neutros.

Las corridas cromatograficas se desarrollaron en cubas previamente saturadas
con los vapores de la mezcla de solventes correspondiente. El revelado de las
muestras se realizé6 mediante los siguientes métodos:

1) Con vapores de iodo (I2). Se colocé la placa desarrollada y seca en una cuba

conteniendo iodo bisublimado (Carlo Erba, Italia) durante 10 min. Este método
cualitativo permite visualizar las zonas con lipidos ya que el iodo (colorante
inespecifico) los tiie de un color parduzco. El iodo se fija a los dobles enlaces, la

intensidad de la mancha se correlaciona con insaturaciones.
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2) Por calcinacion. Se realiz6 la inmersiéon de la placa cromatografica en una

solucion de acido sulfurico (HZSO4) en etanol (5%) y posteriormente se colocd en

estufa a 180 °C durante 15 min. Es un método destructivo, inespecifico, con una alta
sensibilidad, que produce la carbonizacién de los compuestos que se observan como
manchas negras. La intensidad de color de la mancha se correlaciona con la cantidad
de lipido. Los hidrocarburos se identificaron por comparacion con estandares

analizados en condiciones similares
I11.4. Analisis de hidrocarburos de T. castaneum
lll.4.a. Extraccion y purificacién

Para la extraccion de los lipidos epicuticulares, los insectos adultos de T.
castaneum fueron sumergidos durante 5 min en n-hexano destilado (6 ml/gr de
insecto). Los hidrocarburos totales (en su mayoria provenientes de hemolinfa e
integumento) se extrajeron de forma similar pero luego de 48 h de inmersién. Los
hidrocarburos se purificaron del extracto lipidico total en una mini columna de Biosil de
2,5 cm x 0,5 cm, eluyendo con n-hexano destilado (6 ml/mg de lipido), y luego se

concentraron bajo atmésfera de N2.

lll.4.b. Cromatografia en capa fina (TLC)

Los extractos se analizaron en las mismas condiciones que las descriptas para
los lipidos. Adicionalmente, para estudiar la presencia de hidrocarburos insaturados, la
muestra se desarroll por:

-TLC en placas de silica gel previamente impregnadas con NOsAg (20% en

acetonitrilo), usando como solvente n-hexano (100%), el revelado de las muestras se
realizé por inmersion de la placa cromatografica en una solucién de acido sulfdrico en

etanol (5%) y posteriormente se coloco en estufa a 180 °C durante 15 min.
lll.4.c. Cromatografia gaseosa capilar (CGC)

La técnica de CGC permite la separacion y cuantificacion de compuestos
volatiles. Se inyecta una pequefia cantidad de la muestra a separar en una corriente
de un gas inerte transportador a elevada temperatura, esta corriente de gas, atraviesa
una columna cromatografica que separara los componentes de la muestra. Los

componentes seran diferencialmente arrastrados por el gas transportador hacia el

32



Materiales y Métodos / TESIS Villaverde M. L. / 2014
I

detector. El detector realizara un registro de la cromatografia en la forma de un
cromatograma.

Se utilizé un cromatégrafo Hewlett Packard 6890 con detector de ionizacién por
llama (FID) operado a 320 °C y equipado con una columna capilar no polar DB-5 (J &
W Scientific, Folson, USA, de 30 m de longitud x 0,32 mm de diametro interno y 0,5
pm de fase estacionaria). Como gas transportador se utilizé He a 11.36 psi con una
velocidad lineal de 39 cm/seg. El inyector se operé en modo (sin deriva) a 280 °C, y el
horno se programo con una temperatura inicial de 50 °C por 1 min, y luego con rampas
de temperatura de 50 °C/min hasta 200 °C y 3 °C/min hasta 300 °C permaneciendo
finalmente a esa temperatura por 10 min. El sistema fue operado, y los datos
colectados, con el programa HP ChemStation. La longitud de cadena se estimé en
base a los indices de Kovats (IK) (Kovats, 1965) calculados a partir de los tiempos de
retencion de n-alcanos de 10 a 44 atomos de carbono analizados en idénticas

condiciones, utilizando la siguiente férmula:

- log ¢ {desconocido) — log t2(n)
K = 100{n+(N=n) - "
| log i (N} =log ¢ (n)

Donde n es el nimero de carbonos del alcano mas corto; N es el niumero de

atomos de carbono del alcano mas largo; tr’(n) es el tiempo de retencion ajustado del
alcano mas corto; y tr’(N) el tiempo de retencion ajustado del alcano mas largo.

Para el calculo del IK, se inyectaron estandares de hidrocarburos de longitud
de cadena conocida en las mismas condiciones cromatograficas de las muestras, y
luego se graficd el tiempo de elucion versus la longitud de cadena. De esta manera,
por interpolacién del tiempo de elucion un hidrocarburo de numero de carbonos
desconocido en la ecuacién obtenida a partir del grafico, se obtuvo su valor de IK. Los
Kl de los distintos componentes se calcularon, aplicando la siguiente férmula:
KI= 100 * (Ca + (Cb - Ca) * ((trX —tra) / (trb — tra)))
donde: Ca: numero de carbonos del estandar que eluye anteriormente
Cb: niumero de carbonos del estandar que eluye posteriormente
trX: tiempo de retencion del hidrocarburo incégnita
tra: tiempo de retencion del estandar que eluye anteriormente

trb: tiempo de retencion del estandar que eluye posteriormente.

lll.4.d. Cromatografia gaseosa capilar (CGC) acoplada a espectrometria de masa
(MS)

La cromatografia de gases (GC) acoplada a espectrometria de masas (MS)
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tiene gran aplicaciéon para la identificacién y caracterizacién de compuestos ya que
combina el alto poder de resolucién que da la cromatografia de gases con la alta
sensibilidad suministrada por el espectrometro de masas. En la MS de impacto
electronico (El), los hidrocarburos son fragmentados e ionizados por una corriente de
electrones generando un patron de fragmentos que es especifico de cada molécula;
en la fragmentacion se forman grupos metileno por ruptura de las uniones carbono-
carbono de la cadena principal. En los HC de cadena lineal, la intensidad de los
fragmentos disminuye en forma continua, el peso molecular del compuesto se puede
determinar en base al ion molecular (M)*. En la figura Ill.4.d.1, se muestra un espectro

tipico de un n-alcano en este caso el n-nonacosano, su (M)" es 408.

Abundance

5701 Average of 25.693 to 25.718 min.: MS0431.D\data.ms (-)
1000000

900000
800000
700000
600000
500000
400000
300000
200000

|

D9.1

A j\; ‘\\NVNM@'Z\\‘BS%\.Z@‘ 2253, 267.3, 3094, 3514, 4084
020 40 60 80100120140160180200220240260280300320340360380400420440

100000

m/z-->

Figura 111.4.d.1. Espectro de masa tipico de un HC saturado lineal, ejemplo n-nonacosano.

Los metilalcanos se fragmentan preferencialmente a ambos lados de la
ramificacion, y muestran un incremento en la intensidad del ion M-15 como resultado
de la ruptura al nivel de la ramificaciéon metilo. En los monometilalcanos terminales, la
liberacién de un grupo isopropilo en la fragmentacion de los 2-metilalcanos y de un
grupo etilo en la de los 3-metilalcanos, da como resultado un incremento del ion M-43
y M-29 respectivamente, que resultan de una intensidad similar al del M-15. En los

monometilalcanos internos los M-43, M-29 y M-15 forman un grupo de iones de

intensidad creciente el cual ayuda a determinar la ubicacion del M+ y por lo tanto
contribuye a la identificacién del compuesto. Una caracteristica de la fragmentacion de
los monometilalcanos internos, es la formacion de un fragmento idnico de masa par
debido a la pérdida de un atomo de hidrégeno tanto en el fragmento que porta la
ramificacién como en el fragmento lineal (McCarthy y col., 1968), de tal manera que en

el espectro aparecen una serie de dobletes iénicos; por ejemplo, la ruptura en el lado
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interno de la ramificacion del 9-metil-C29, generara un par de iones de masa 140 y
141 (donde el 140 es resultado de la pérdida de un hidrogeno del 141) junto al par 280
y 281, mientras que la ruptura en el lado externo generara los pares 308 y 309 junto al
par 112 y 113. La formacién del ion de masa par queda suprimida cuando en la
cadena se encuentra mas de una ramificacion (McCarthy y col., 1968, Blomquist y col.,
1987).

En la figura Il1.4.d.2 se ve el espectro generado por El del 7-metilnonacosano,

no se ve el ion molecular (M)+ 422, si se observa el M-15 con m/z 407. Y los iones

diagnostico que se generan por las rupturas que se muestran en la misma figura.
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Figura 111.4.d.2. Espectro del 7-metilnonacosano (Tomado de Juarez y Blomquist, 1993)

El analisis GC-MS de las muestras de HC de adultos de T. castaneum se
realizé en un equipo Hewlett-Packard 6890 con una columna capilar HP-5MS (30 m x
0.25 mm I.D., F.T. 0.25 uym). El equipo se programé como en el item lll.4.c pero esta
vez acoplado a un detector selectivo de masa (MSD) Agilent 5975C VL. El MSD fue
operado en el modo SCAN con un rango de masas de 35 a 650 u.m.a.; en modo
impacto electronico a 70 eV; linea de transferencia a 320 °C; temperatura de camara
de ionizacién a 230 °C y cuadrupolo a 150 °C. Los HC se identificaron por
interpretacion de sus espectros de fragmentacion (Blomquist y col., 1987; Juarez y
col., 2001).

lll.5. Andlisis de los VOC emitidos por T. castaneum y U. dermestoides

Este grupo de insectos posee un complejo sistema de comunicacion quimica,
liberando gran cantidad de compuestos. Previamente se realizé la puesta a punto de
técnica de microextraccion en fase sélida (SPME) para el analisis cuali y cuantitativo
de los compuestos volatiles liberados por insectos vivos. El analisis cuantitativo del
espacio de cabeza (HS) se efectud por HS-SPME acoplada a CGC, empleando fibras

de distinta polaridad mediante la técnica de muestreo de la fase vapor en equilibrio,
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utilizando patrones apropiados para calibracion. Para el analisis cualitativo se aplico
SPME-CGC acoplada MS.

lll.5.a. Microextraccién en fase sélida (SPME)

La microextracciéon en fase sélida es una técnica no destructiva que permite
extraer compuestos quimicos para su posterior analisis e identificacion. Esta técnica
novedosa y relativamente econdmica, se puede implementar tanto en el laboratorio
como en el campo, es rapida y no requiere el uso de solventes (Pawliszyn, 1997; Vas
y Vékey, 2004). Ademas, el umbral de deteccion puede estar en el orden de partes por
trillén (ppt). La técnica consiste en la extraccion de los analitos de la matriz de la
muestra, sélida o liquida, mediante una fibra de silice fundida que esta recubierta de
un material adsorbente, seguida de la desorcién de los analitos mediante temperatura
0 un disolvente organico. El pequefio tamano de la fibra y su geometria cilindrica
permiten incorporarla en una jeringa. De esta forma, se facilita su manipulacion y al
mismo tiempo se protege la fibra cuando no se utiliza, ya que ésta permanece dentro
de la aguja de la jeringa. Un esquema del dispositivo comercial o holder de SPME se

muestra en la Figura 111.5.a.1 y 2.

G

Figura 111.5.a.1. Holder de SPME.

[ }— émbolo

[' 11— barril
__torillo de retencion del émbola

__ranuraZ

.| _ventana de visualizacion

guia de la aguja ajustable/
indicador de profundidad
~resorte de tensién |

"~ septum de cierre

i A
aguja para perforacion de septum

soporte metalico de |a fibra ~

fibra de silice fundida

Figura 1l1.5.a.2. Diagrama esquematico del holder y la fibra de SPME.

También esta disponible comercialmente un dispositivo de SPME disefiado

para realizar analisis de campo que presenta algunas pequefas diferencias con el

36



Materiales y Métodos / TESIS Villaverde M. L. / 2014
I

dispositivo convencional. Esas diferencias estan enfocadas basicamente a proteger la
fibra durante el transporte desde el lugar de muestreo al laboratorio.

Las fibras estan protegidas por una aguja metalica que permite introducirlas a
través de los septum que sellan los viales o recipientes donde se halla la muestra a
analizar y el puerto de inyeccion de un cromatografo de gases, Para ser utilizadas, las
fibras deben ser previamente acondicionadas de acuerdo con las recomendaciones
del fabricante (Supelco, Bellefonte, PA, USA). La polaridad de las fibras depende del
material de recubrimiento empleado, y pueden extraer diferentes tipos de moléculas,
volatiles o no volatiles, a partir de diferentes medios, en fase liquida o gaseosa (Tabla
[1.5.a).
Tabla lll.5.a. Tipos de recubrimientos de SPME.

Tipo de recubrimiento Polaridad Compuestos a analizar Acondicinamiento
Polidimetilsiloxano (PDMS) no polar volatiles 0,5ha250°C
PDMS—divinilbenceno (DVB) bipolar volatiles polares 0,5ha250°C
Carboxeno (CAR)-PDMS bipolar gases y volatiles 1-2ha 300 °C
DVB-PDMS-CAR bipolar olores y sabores 1ha270°C
Poliacrilato (PA) polar semivolatiles polares 2ha300°C

analitos polares
Carbowax (CW)-DVB polar (alcoholes) 0,5ha220°C
CW-resina templada (TPR) polar surfactantes -

El principio en el que se basa la SPME es la particion de los analitos entre la
matriz de la muestra y el recubrimiento de fibra. Asi, el transporte de los analitos desde
la matriz de la muestra hasta la fibra comienza cuando la fibra entra en contacto con la
muestra y la extraccion se considera completa cuando la concentracion de analito ha
alcanzado el equilibrio de distribucion entre la muestra y la fibra. Los analitos extraidos
pueden analizarse posteriormente por cromatografia gaseosa (GC) y espectrometria
de masa (MS) (Figura 111.5.a.3).

Fig.lll.5.a.3. Las moléculas son extraidas por la fibra de SPME.
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El procedimiento de extraccion de VOC implica sellar o tapar en forma
hermética el vial o recipiente donde se encuentra la muestra, dicho sello o tapa debe
poseer un septum a través del cual se introduce la aguja. Los VOC son liberados por
la muestra y se acumulan en el espacio libre del vial o recipiente, este espacio se
denomina espacio de cabeza. Una vez traspasado el septum con la aguja, se baja la
fibra de SPME para que entre en contacto con los VOC que seran captados por el
absorbente (Fig.lll.5.a.4). La cantidad de moléculas extraidas por la fibra es
proporcional a su concentracion en la muestra, esto depende de que se alcance el

equilibrio termodinamico.

Procedimiento de extraccion
perforar el septum retrasr la fibralretirar la aguja
del vial contenedar

exponer la fibra de
SPME/captar analitos

Fig. lll.5.a.4. Proceso de adsorcion.

El segundo paso es la desorcién de los compuestos extraidos en el paso
previo para su posterior analisis. Luego de la extraccion, la fibra de SPME es
transferida al puerto de inyeccion del cromatégrafo gaseoso (CG), donde la desorcion

de las moléculas tiene lugar (Figura I11.5.a.5).

Procedimiento de desorcion
retraer fibral
extraer aguja
perforar septum
del injector del GC

exponer fibraidesorber analitos

Fig. lll.5.a.5. Proceso de desorcion de VOC.
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ll.5.b. Analisis cualitativo mediante SPME-CGC acoplada a espectrometria de
masa (MS)

El analisis cualitativo hace referencia a la determinacion de la identidad quimica
de los compuestos contenidos en una muestra; el método mas difundido es la CGC
acoplada a MS (CGC-MS). La identificacion se realizd6 por interpretacién de sus
espectros de fragmentacién (ver inciso lll.4.d) y/o por comparacion con la biblioteca de
MS.

11.5.b.1. Tribolium castaneum

Los insectos adultos fueron despolvados suavemente para quitar el exceso de
harina, la muestra a analizar consisti6 en colocar cinco insectos/vial de 4 ml, con
septum para SPME y tapa perforada, y se mantuvieron en los viales en camara de cria
por 24 h. Se realizaron tres mediciones sobre una misma muestra sometida a distintos
tratamientos:

1- La muestra a temperatura ambiente.

2- La muestra (1) fue agitada fuertemente durante 30 seg a temperatura

ambiente, para estimular la liberacion de los VOC y analizada por SPME-
CGC.

3- Luego del tratamiento (2), la muestra fue calentada a 90 °C durante 15 min,
con fin de estimular la liberacion total de los VOC, y analizada nuevamente por SPME-
CGC.

En todos los tratamientos los VOC fueron colectados durante 15 min, se
utilizaron 3 fibras de SPME, fibra polidimetilsiloxano (PDMS) (100 pm), fibra
PDMS/divinilbenceno (PDMS/DVB) (65 um), y fibra carboxeno/PDMS (CAR/PDMS)
(75 um), con distinta capacidad de absorcién y polaridad creciente. Las fibras fueron
acondicionadas previamente siguiendo las indicaciones del proveedor (Supelco,
Bellefonte, PA, USA). Se utilizaron como control viales conteniendo harina libre de
contaminacion. El tiempo que transcurria entre cada tratamiento era de 2 h
aproximadamente.

El analisis de los VOC liberados se realizé en un cromatografo Hewlett Packard
6890 (Fig.lll.5.b.1) con detector FID utilizando una columna capilar no polar DB-5 (30
m.; 0,32 mm y 0,25 ym de espesor). El inyector se oper6é en modo sin deriva a 250 °C,
el programa de temperatura del horno fue de 40 °C durante 3 min, 5 °C/min hasta 80

°C, 20 °C/min hasta 150 °C y 30 °C/min hasta 250 °C permaneciendo por 10 min a esa
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temperatura. La temperatura del detector de ionizacion de llama (FID) se fijé en 280
°C.

Fig.ll1.5.b.1. Inyeccion de la muestra de los VOC de T.castaneum en el CGC.

La identidad de los compuestos se confirmé por SPME-CGC-MS en un equipo
Finnigan Polaris Q con trampa iénica (Facultad de Ingenieria, Universidad Nacional del
Centro, Olavarria), operado en similares condiciones a las descritas para CGC. La
identificacion se realizd por interpretacion de sus espectros de fragmentacion y por
comparacion con la biblioteca de MS (NIST/EPA/NIH, NIST 98).

11.5.b.2. Ulomoides dermestoides

Los insectos a analizar se separaron por sexos, a diferencia de T. castaneum,
U. dermestoides presenta mayor tamafio, por lo que se colocaron los insectos
individualmente en viales de 4 ml con septum para SPME y tapa perforada
(Fig.lll.5.b.2). Cada vial fue agitado fuertemente durante 30 seg., para permitir la
liberacién de los compuestos de defensa y ser analizados por SPME-CGC. Como
control se emplearon viales con salvado de trigo y mani. En base a los resultados
anteriores (l11.5.b.1), se utilizo la fibra bipolar de PDMS/DVB (65 um), Los VOC fueron
colectados durante 15 min.

Fig.lll.5.b.2. Toma de muestra de VOC de U. dermestoides mediante técnica HS-SPME.
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La identificacion de los VOC se realizd6 empleando un detector selectivo de
masa (MSD) HP 5975C VL Agilent acoplado al CGC. El MSD se operé en el modo de
impacto electronico a 70 eV, con la linea de transferencia a 300 °C, la camara de
ionizacién a 230 °C, y el cuadrupolo a 150 °C. Los VOC fueron identificados por la
interpretacion del espectro de fragmentacién de masa; por comparacién con los datos
de las bibliotecas de espectros de MS (NIST/EPA/NIH, 2005), y sus indices de

retencion de Kovats (KI).
I11.5.c. Analisis cuantitativo mediante SPME- CGC

La cuantificacién de un compuesto mediante CGC se basa en que el area de
los picos registrados en el cromatograma es proporcional a la masa del compuesto
inyectado; de esta manera, el procedimiento general de un analisis cuantitativo por
CGC involucra la obtencién del cromatograma de la muestra, la medida del area de los
picos de interés y el calculo de la masa correspondiente a cada uno de los picos. Este
calculo se hace empleando una curva de calibracién basada en la inyeccion de un
estandar de concentraciéon conocida. El calculo posterior del area obtenida a partir del

estandar permite correlacionar valores de area con valores de masa.

1.5.c.1. Tribolium castaneum

Para calcular las cantidades de VOC colectados de los insectos durante 15 min
a temperatura ambiente, se emplearon cantidades conocidas de 1-pentadeceno (n-
C15:1) y de 1,4-benzoquinona (BQ) sintéticos. El n-C15:1 fue disuelto en 1 pl de
hexano y la BQ en 1 ul de diclorometano (DCM) dentro de viales de SPME, la muestra
fue analizada en un cromatdégrafo Hewlett Packard 6890 como se describio
anteriormente utilizando la fibora CAR/PDMS, y se trazd una curva de calibracién con el
n-C15:1 y BQ sintéticos.

Para efectuar la curva de calibracion a 90 °C, se emplearon réplicas de
diferentes concentraciones conocidas de BQ y de n-C15:1 sintético (1 pl de cada uno)
en viales de SPME, y los compuestos volatilizados se recogieron con la fibra
CAR/PDMS a 90 °C durante 15 min con el fin de simular las condiciones fijadas

(tratamiento 3, inciso 111.5.b.1) de extraccion de los VOC liberados por los insectos.
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I11.5.c.2. Ulomoides dermestoides

El analisis se realizé en un cromatégrafo Hewlett Packard 6890, en las mismas
condiciones empleadas para T. castaneum. Las cuantificacién de los VOC liberados
por los insectos durante 15 min se calculd a partir de los datos de la curva de
calibracion descripta en el inciso 1l1.5.c.1. Cada muestra fue analizada como se

describioé anteriormente utilizando la fibora CAR/PDMS.

lll.5.d.Analisis de las secreciones volatiles por extraccion con solventes de U.

dermestoides

Para cuantificar el contenido total de VOC, liberados por los adultos de U.
dermestoides, se emplearon cinco insectos adultos que fueron sumergidos en 300 pl
de DCM, por 15 min o 48 h. Los extractos fueron trasvasados a otro vial, se
concentraron bajo atmoésfera de N,, y se analizaron por CGC. El inyector se operd en
el modo sin deriva a 290 °C, la temperatura del horno fue de 40 °C durante 3 min, 5
°C/min hasta 150 °C, 20 °C/min hasta 250 °C y 30 °C/min hasta 310 °C,
permaneciendo por 15 min a esa temperatura. La temperatura del detector de
ionizacion de llama (FID) se fij6 en 310 °C. La cuantificacion se realiz6 por
comparacion con curvas de calibracion construidas por la inyeccion de cantidades

conocidas de n-C15:1 y BQ sintético.

lll.6. Metabolismo de lipidos en insectos plaga de granos almacenados

La metodologia mas aceptada para el estudio del metabolismo lipidico en
general, es emplear trazadores radiactivos (marcadores), es decir moléculas con igual
o similar estructura que el precursor putativo, que contiene is6topos marcados, por lo
general, -*C, 2H, *H-,"C-,**P o con la marcacién en posiciones especificas que
ayudan a seguir las rutas biosintéticas, tanto in vivo como in vitro. El analisis mas
simple para el estudio de los lipidos cuticulares de insecto es mediante el estudio in
vivo, inyectando o incorporando al alimento un precursor apropiado de acido graso (es
decir, acetato marcado) a un cierto numero de insectos de la especie en estudio,
siguiendo el transporte de los lipidos marcados en la cuticula a intervalos de tiempo
seleccionados. Luego, utilizando un solvente de extraccion, los lipidos pueden ser
lavados de la superficie epicuticular (o los del conjunto del tegumento por una
diseccion previa), seguido de la concentracion, fraccionamiento y analisis, para
obtener asi la informacion sobre la cantidad total y las clases de lipidos formados.

Generalmente se emplean diversos tipos de detectores de radiactividad y métodos,
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como el recuento de liquido de centelleo, el cual es una mezcla que contiene solvente,
emulsificador y fluor, dicha mezcla sirve para convertir la energia de la particula
emitida durante el proceso de decaimiento radiactivo (), la cual es detectada por el
contador de centelleo, con el que se determina la cantidad total del metabolito
producido en las condiciones experimentales del ensayo, o por radiocromatografia de
capa fina (Radio-TLC) que permite determinar el tipo de lipidos producido.

Para iniciar el estudio del metabolismo de los lipidos epicuticulares y
secreciones volatiles derivadas, en T. castaneum y U. dermestoides, se emplearon
como precursores radiactivos [1-"*C] acetato (56 mCi/mmol) y [1-"*C] palmitato (57,5

mCi/mmol) New England Nuclear (Boston, USA).

lll.6.a. Biosintesis de novo de lipidos y secreciones volatiles en T. castaneum

Se realizaron ensayos in vivo en adultos de ambos sexos de T. castaneum de
30 dias, mantenidos en ayuno por 6 dias. En un kitasato (Fig. Ill.6.a) se coloco el
alimento previamente delipidizado, con una solucién etandlica de [1-'*C] acetato (8*10°
cpm); luego de evaporar completamente el solvente se colocaron cincuenta insectos
(hembras y machos por separado). La coleccidon de los compuestos volatiles organicos
(VOC) emitidos por los insectos se realizd por arrastre con aire comprimido, los VOC
fueron colectados en una columna rellena de Porapak Q. Los especimenes se
mantuvieron en estas condiciones por 10 dias. Se realizaron cuatro repeticiones del

tratamiento.

Fig. lll.6.a. Adultos de T. castaneum alimentandose con harina marcada con [1-14C] acetato.
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lll.6.a.1. Extraccion de los lipidos epicuticulares, totales y secreciones volatiles

Los lipidos epicuticulares se extrajeron mediante la inmersién de los insectos
en n-hexano (3 lavados de 5 min cada uno), el procedimiento se repitié dos veces. Los
extractos lipidicos se concentraron bajo atmosfera de N, (Juarez y col., 2001).

Los lipidos neutros totales (provenientes principalmente de cuerpo graso,
hemolinfa e integumento) se extrajeron por inmersion de los insectos durante 48 h en

n-hexano destilado. Los extractos lipidicos se concentraron bajo atmésfera de N2. Los

hidrocarburos se purificaron por fraccionamiento del extracto lipidico total en una mini-
columna de Supelcosil A (Supelco, Bellefonte, USA) de 2,5 cm % 0,5 cm, eluyendo con

n-hexano (6 ml/mg de lipido), y luego se concentraron bajo atmdsfera de N2.

Por otra parte, los VOC retenidos en la columna de Porapak Q, fueron eluidos

con 2 ml de DCM, y concentrados bajo atmésfera de N2

lll.6.a.2. Analisis de los lipidos epicuticulares, totales y secreciones volatiles por

radio cromatografia en capa fina (radio-TLC)

Se determind la radiactividad incorporada en cada una de las fracciones
(lipidos epicuticulares e internos y secreciones volatiles) utilizando un contador de
centelleo liquido (CCL) Beckman LS 1701. Alicuotas de 200 ul de las muestras a
analizar, se colocaron en viales descartables de material plastico con 3 ml de liquido
de centelleo. La distribucién de la radiactividad se analizdé en placas de silica gel

Polygram Sil G/UV254 de 4 x 8 cm y 20 x 20 cm (Macherey-Nagel, Diren, Alemania),

utilizando dos sistemas de desarrollo: primero n-hexano (100%) y luego n-hexano:éter
etilico:acido acético (80:20:1v/v). Los lipidos se identificaron por comparacién con
estandares sembrados en forma simultanea en la misma placa. El analisis de los
hidrocarburos se realiz6 mediante placas de silica previamente impregnadas en
AgNO; (20% acetonitrilo) y desarrolladas en hexano:éter etilico (95:5). El analisis de
las secreciones volatiles se realizé en placas de silica gel utilizando primero n-hexano
(100%) y luego n-hexano:éter etilico:acido acético (80:20:1v/v). La visualizaciéon y
cuantificacién de radiactividad incorporada luego del desarrollo cromatografico, se
realizd empleando un escaner Optico, Storm 840 (Amersham), este equipo genera
imagenes digitales de muestras radiactivas. Las placas de TLC fueron expuestas
durante un tiempo determinado dentro de un cassette de exposicién a una pantalla de
almacenamiento (Storage Phosphor), que colecta las imagenes de las muestras
radiactivas, luego la pantalla fue escaneada y la imagen digital obtenida fue analizada

con el programa de andlisis de imagenes (ImageQuant TL). Para las zonas detectadas
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con radiactividad, se calculan los Rf (distancia recorrida por el soluto/distancia
recorrida por el solvente) correspondientes, y se refirieren a estandares sembrados y

desarrollados en similares condiciones.

lll.6.b. Inhibicién del metabolismo lipidico

Los acidos de cadena corta, lineales o ramificados fenilsustituidos actuan como
agentes inhibidores de la sintesis de lipidos en otros insectos (Juarez y Napolitano,
2000).

Se estudio el efecto de un fenil derivado del acido propiénico (PHEP), sobre el
metabolismo de lipidos de T. castaneum. Este compuesto inhibe la actividad de la
acido graso sintasas (FAS) interrumpiendo la formacion de lipidos, (Juarez y
Napolitano, 2000). Para este experimento, los insectos fueron separados a partir del
estado pupal por sexo bajo lupa y mantenidos individualmente. Luego de la muda, los
adultos se colocaron en placas de Petri a -4 °C durante 5 min, luego se topicaron con
soluciones etandlicas (1 pl) de dosis subletales de PHEP (2 mM). La topicacién fue
realizada con jeringa Hamilton de 10 ul punta roma, empleando un aplicador
automatico. Luego, los insectos fueron colocados en un kitasato (cada sexo por
separado), alimentados y mantenidos como se explica en la seccion 1ll.6.a. Como
control se utilizaron machos y hembras topicados con 1 pl de etanol. Se realizaron
cuatro repeticiones por tratamiento y sexo. Posteriormente se realizé la extraccion y
analisis de los lipidos epicuticulares, totales y VOC liberados como se describié en la

secciones lll.6.a.1y lll.6.a.2.
lll.6.c. Incorporacion de acetato en glandulas abdominales de U. dermestoides

Se realizaron ensayos in vitro en U. dermestoides, sus glandulas abdominales
son muy pequefias y se encuentran junto a reservorios glandulares (RG), que se
encargan de almacenar la produccion glandular. Los insectos se colocaron en placas
de Petri, a -4 °C durante 5 min. Luego se extrajeron las glandulas abdominales y sus
RG (Fig. Ill.6.c.1). La diseccién se realizdé sumergiendo los insectos en PBS, a 4 °C,
luego se incubaron con [1-"C] acetato acuoso (2.10° cpm), durante 4 h a 30 °C las
glandulas junto a los RG, y por separado cuerpo y cabeza. Luego se detuvo la
incubacion agregando al medio 2 ml de hexano y se mantuvo en heladera durante 24
h. A la mezcla obtenida se agrego la quinta parte de agua destilada, la separacion de
la fase superior organica (hexano) de la fase inferior acuosa (agua), se realizé por

centrifugacién a 2000xg durante 15 min. La fase organica se concentré por
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evaporacion con un gas inerte (Nz) y la distribucion de la radiactividad se analizé en

placas de silica gel, utilizando dos sistemas de desarrollo como se explica en la
seccion lll.6.a.1. Los lipidos se identificaron por comparacion con estandares
sembrados en forma simultanea en la misma placa. La radiactividad incorporada se

evalud en un escaner Storm 840.

Fig.lll.6.c.1. Fotografia de las glandulas y RG de U. dermestoides mantenidos en PBS.

I1.6.d.Biosintesis de lipidos a partir de [1-'*C] palmitato. Incubacion de glandulas

de U. dermestoides

Se utilizé como precursor radiactivo [1-'C] palmitato (57.5 mCi/mmol). Dado
que éste por su insolubilidad en medios acuosos, no puede ser transportado por la
hemolinfa, fue necesario vehiculizarlo ligado a albumina (Rimoldi y col., 1985).

La obtencién de las glandulas y sus RG, se realizé como se explica en el Iltem
l1.6.c. Las glandulas y sus RG, se incubaron durante 2 h a 30 °C, con [1-"“C]-
palmitato, buffer fosfato 0.1 M pH 7,8 y 2 mM de NADPH. Luego el medio se acidific
con 100 pl de &cido sulfurico (H,SO4) al 50%, el [*C] CO, producido fue capturado por
arrastre a través de minicolumnas de PVC en viales de 4 ml que contenian 2,5 ml de
solucién acuosa de hidroxido de potasio K(OH) al 10%. La determinacion de la

radiactividad se cuantific6 mediante CCL.

lll.7. Efecto de inhibidores de acido graso sintasa (FAS) de insectos

Para los ensayos se utilizaron adultos de U. dermestoides y T. castaneum
(hembras y machos). Se utilizaron soluciones etandlicas de acido octanoico (20 mM) y
de PHEP (2 mM). Los insectos fueron topicados individualmente en el abdomen con 1
ul de diferentes concentraciones de las respectivas soluciones, como se explica en la
seccion 111.4.b.4. Luego se colocaron machos y hembras de T. castaneum por
separado (cinco insectos/vial), y un insecto/vial de U. dermestoides, que fueron
mantenidos en camara de cria. Se analizaron los VOC a las 24 h. Como controles se

emplearon insectos topicados con 1 ul de etanol.
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I11.7.a. Analisis de los VOC liberados mediante SPME-CGC

Cada vial conteniendo los insectos tratados con los inhibidores fue agitado
fuertemente durante 30 seg, para permitir la liberacion de los compuestos de defensa.
Los VOC fueron colectados durante 15 min, utilizando la fibra bipolar de CAR/PDMS
(75 pm), y analizados por SPME-CGC. El analisis de los VOC liberados se realizé en
un cromatografo Hewlett Packard 6890 con detector FID utilizando una columna
capilar no polar DB-5 (30 m; 0,32 mm, 0,25 um de espesor). El inyector se operd en
modo sin deriva a 250 °C, el programa de temperatura del horno fue de 40 °C durante
1 min, y 20 °C/min hasta 250 °C permaneciendo finalmente por 10 min a esa
temperatura. La temperatura del detector de ionizacion de llama (FID) se fijo en 280
°C.

1ll.8. Efectos de agentes de control fisico y biolégico en la supervivencia y ciclo

de vida de insectos plaga de granos almacenados

lll.8.a. Bioensayos con agentes naturales

Se evalud la capacidad insecticida de tierras de diatomeas (TD), obtenidas de
yacimientos locales, mediante bioensayos de mortalidad en R. dominica, S. oryzae y
T. castaneum. Las TDs fueron obtenidas de tres yacimientos ubicados en el area de
Ingeniero Jacobacci, provincia de Rio Negro, a 41° 18 de Latitud y 69° 35°de Longitud
(La Josefina (LJ), RN 1 y RN 2). Los bloques de TD se redujeron en tamano hasta 2
cm y fueron pasados a través de una malla 18 (1mm). Luego se secaron a 110 °C
hasta peso constante. A continuacion, las TD se procesaron sobre tamiz malla 325 (43
pMm), deslizandolas y desmenuzandolas con un pincel de cerdas blandas. Por ultimo se
estimé el tamafio de las particulas por microscopia electrénica de barrido (De Giusto
comunicacion personal). La TD de San Juan es un producto comercial (donado por
Agrominera Mercomen Group, S.A.), mientras que la TD Permaguard® es una tierra
ampliamente utilizada, de origen lacustre (donado por Permaguard®, USA) vy
empleada en nuestro pais como insecticida natural.

Los bioensayos se realizaron en frascos de vidrio de 250 ml con tapa
perforada, se colocaron 20 g de trigo mezclado con la TD en la proporcion a ensayar,
luego se incorporaron veinte insectos adultos de cada especie por frasco de sexo
desconocido (cinco réplicas por tratamiento); los frascos se mantuvieron a 27 + 2 °C y
40% de H.R. La mortalidad se evalué a los 7 y 14 dias post-tratamiento. Las
aplicaciones se efectuaron mediante la técnica de espolvoreo sobre granos de trigo

entero a dos diferentes concentraciones (700 y 1500 ppm). Cada muestra fue agitada
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en forma manual durante 1 min. Las dosis de TD fueron seleccionadas de acuerdo a
Korunic (1997). Para la correccion de los resultados de mortalidad obtenidos se
empled la férmula de Schneider — Orelli, derivada de la férmula de Abbott (Costa y
col., 1974):

% corregido = % mortalidad en tratados - % mortalidad en testigo

100 - % mortalidad en testigo

lll.8.b. Bioensayos con hongos entomopatégenos

Se estudid el efecto en el ciclo de desarrollo de T. castaneum y U.
dermestoides por infeccién con un hongo entomopatégeno (Beauveria bassiana). Se
utilizé la cepa Bb GHA, obtenida de Laverman International (Butte, MT, USA). Los
insectos se separaron por sexo en el estado de pupa y 15 dias después de la muda,
los adultos de sexo conocido se trataron por inmersion durante 6 seg en una
suspension de 1 x 10° conidios/ml, conteniendo 0,01 % de Tween 80 en agua estéril
(Pedrini y col., 2010). Luego ocho machos y ocho hembras de cada especie, fueron
colocados en un frasco de 250 ml con 5 g de la dieta correspondiente (7. castaneum
fue alimentado con harina de trigo y U. dermestoides con pan de salvado y mani).
Para quitar el exceso de humedad después del tratamiento, fueron colocados en los
frascos un dia después. A los 15 dias, se contaron y se retiraron los adultos vivos y
muertos (P1). El conteo de la descendencia (pupas y adultos) se realizé6 cada 4 dias
durante 3 meses. Se realizaron seis repeticiones por insecto. Los insectos muertos
fueron separados, sumergidos por 1 min. en etanol 95%, lavados con agua destilada
estéril, secados y mantenidos cinco dias en camara humeda (27 + 2 °C). Se
registraron como infectados los insectos que mostraron crecimiento hifal caracteristico
de hongos entomopatdégenos. Los controles fueron insectos tratados de forma similar

con agua destilada conteniendo 0,01% de Tween 80.
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IV.1. Andlisis de lipidos de T. castaneum.

El analisis de los lipidos no polares de larva, pupa y ejemplares adultos de T.
castaneum, reveld diferencias cualitativas entre los diferentes estadios. Los lipidos
fueron extraidos por inmersion en n-hexano y analizados mediante la técnica de TLC.

En pupas y adultos no se observaron diferencias en funcién del sexo. En la
Fig.IV.1.a.A se observa tanto la presencia de hidrocarburos (HC), ceras (W), ésteres
de colesterol (EC), triacilglicéridos (TG), benzoquinonas (BQ), acidos grasos libres
(AG), alcoholes grasos (ROH), esteroles/colesterol (Col), hidroquinonas (HQ) y lipidos
polares (LP).

En larvas se observd que los TG son los compuestos mayoritarios, luego
siguen los AG y en menor proporcion EC/W; Col y ROH. (Fig.lV.1.a.A). En pupas se
observé menor cantidad de lipidos totales respecto a larvas y adultos, presentando
EC/W, TG, AG, como compuestos mayoritarios; y menores cantidades de Col, ROH
(Fig.IV.1.a.A y B). En los lipidos totales de adultos predominan los TG y AG, siendo
mas importantes los TG, le siguen en proporcion los HC, luego los W/EC y BAQ.
(Fig.IV.1.a.Ay B).

EC/W

ROH
Col
al g HQ

Larvas

Fig.IV.1.a.A. Cromatografia en capa fina (TLC) de los lipidos totales de larvas, pupas y adultos
de T. castaneum. Fig.lV.1.a.B. TLC de los lipidos totales de pupas y adultos de T. castaneum,
revelado con H,SO,/calor. Los sistemas de desarrollo utilizados fueron primero hexano (100%)
y luego en hexano:éter etilico:acido acético (80:20:1). H pupa: Hembra pupa, H A: Hembra
Adulto, M pupa: Macho pupa, y M A: Macho Adulto. HC: hidrocarburo, EC: ester de colesterol,
W: cera, TG: triacilglicéridos, BQ: benzoquinona, AG: acido graso, ROH: alcohol; Col:

colesterol, LP: lipidos polares, HQ: hidroquinona. Revelado con I,
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En la Fig.IV.1.a.B los lipidos totales de pupas y adultos fueron revelados por el

método de calcinacion. La diferencia con el modo de revelado con I2 (Fig.IV.1.a.A) se
basa en que la técnica por I2 tine con mayor intensidad a los compuestos que
presentan insaturaciones, debido a adicion del I2 a los dobles enlaces, por

consiguiente la intensidad de las manchas no se corresponde necesariamente con la
cantidad de cada fraccién lipidica. En el caso del revelado por calcinacion, la
intensidad de las manchas obtenidas esta relacionada con el contenido de carbono de
la muestra.

Los lipidos epicuticulares de adultos y pupas de T. castaneum fueron
analizados por TLC (Fig.IV.1.b). En los lipidos de la superficie de la cuticula de la pupa
se observa que los HC son los componentes mayoritarios, también se observan W/EC,
TG, BQ, AG, Col, ROH e HQ. Los adultos muestran una mayor proporcién de HC y un

incremento en el resto de los lipidos respecto de lo que se observa en la pupa.

HC A

w
EC

i

BQ
AG

ROH
Col ’ "
y ¥ 8

St Adulto Pupa St

W Ha

Fig.IV.1.b. Cromatografia en capa fina (TLC) de los lipidos epicuticulares de adultos y pupas de
T. castaneum. Los sistemas de desarrollo utilizados fueron primero hexano (100%) y luego en
hexano:éter etilico:acido acético (80:20:1). HC: hidrocarburo, EC: ésteres de colesterol, W:
cera, TG: triacilglicéridos, BQ: benzoquinona, AG: acido graso, ROH: alcohol; Col: colesterol,

LP: lipidos polares, HQ: hidroquinona. St: estdndares. Revelado con I,.

Los lipidos epicuticulares de adultos de T. castaneum también fueron
analizados por TLC, en la Fig.IV.1.c se observa los lipidos extraidos con dos solventes
de distinta polaridad, hexano y diclorometano (DCM), el DCM es un solvente algo mas
polar que el hexano, por lo tanto, contribuye a la extraccion de compuestos
relativamente mas polares (Fig.IV.1.c). Luego de la extraccion realizada con los 2

solventes, se realizé la TLC no se observan diferencias cualitativas; con ambos
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solventes los HC representan un porcentaje importante de la composicion lipidica de la
cuticula, y en menor cantidad benzoquinonas (BQ), acidos grasos (AG) e
hidroquinonas (HQ). Se observa que el diclorometano (DCM) favorece la extraccién de

los compuestos mas polares como las HQ, y fosfolipidos (FL).

HC

TG

BQ

AG

ROH
Col

Q
' -5 0

St Hexano St DCM St

Fig.IV.1.c. Cromatografia en capa fina (TLC) de los lipidos epicuticulares de adultos de T.
castaneum, utilizando 2 solventes de extraccion, n-hexano y DCM. Los sistemas de desarrollo
utilizados fueron primero hexano (100%) y luego en hexano:éter etilico:acido acético (80:20:1).
Revelado con I, HC: hidrocarburo, W: cera, TG: triacilglicéridos, BQ: benzoquinona, AG: acido
graso, ROH: alcohol; Col: colesterol, HQ: hidroquinona, FL: fosfolipidos, St: estandares. DCM:

diclorometano. Revelado con |,.

IV.2. Analisis de hidrocarburos de T. castaneum

La fraccion de HC de T. castaneum fue analizada por TLC en placas de silica
gel impregnadas con AgNO; para diferenciar los compuestos saturados de los
insaturados. En la Fig.lV.2.a fue posible separar las dos bandas de HC, observandose

una mayor abundancia de HC insaturados (posiblemente el n-C15:1)
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HC sat

HC insat.

BQ

St:C15:1 Adulto stc2s

Fig.IV.2.a. TLC de los hidrocarburos epicuticulares de adultos de T. castaneum. La placa silica
gel fue impregnada en AgNOj; (20% de acetonitrilo), luego desarrollada en hexano. Revelado

por calcinacion.

Luego de realizada la extraccion de los HC, se realizé el analisis de los HC
epicuticulares no volatiles de adultos de T. castaneum mediante CGC y CGC-MS
mostrando una serie de n-alcanos con longitud de cadena entre los 23 y 33 carbonos.
Analizando el perfil cromatografico, es posible agrupar los HC en dos fracciones: la
primera, que eluye con tiempos de retencién menores a 15 min, corresponde a HC
insaturados de entre 13 y 17 atomos de carbono, en su mayoria compuestos volatiles
de bajo PM, siendo el 1-pentadeceno (n-C15:1) el compuesto mas abundante (KI:
1492, lon diagndstico: 210), seguido por cantidades menores de 1,6 pentadecadieno
(KI: 1472, lon diagndstico: 208), y trazas de 1-trideceno (n-C13:1), 1-tetradeceno (n-
C14:1), 1-heptadeceno (n-C17:1), no hay reportes de HC de bajo PM como
componentes estructurales de la cuticula, por lo tanto, estos componentes no se
incluyen en la tabla 1V.2; mientras que el otro grupo, de mayor PM, incluye una gran
variedad de estructuras saturadas y/o ramificadas, con longitudes de 23 a 39 atomos
de carbono (Tabla IV.2 y Fig. IV.2.b). Predominaron HC con cadenas lineales de 27 y
29 atomos de carbono, siendo el componente mas abundante el heptacosano (15,60
0,51%), seguido por el nonacosano (14,91 + 0,82%) y el HC metil ramificado, 11-,13-
metil heptacosano (14,12 £ 0,81%). También fueron importantes los HC ramificados
internos 11-,13-,15-metil nonacosano, 5-,11-metil heptacosano y el HC dimetil 3,11;
3,13-dimetil heptacosano.

Tabla IV.2. Composicion porcentual de los HC epicuticulares de adultos de T. castaneum
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Indice de Abundancia
: b . T
Pico? Hidrocarburo Kovats (% + D.E)° lones Diagnésticos
(IK)

1 n-C23 2300 Tr 324
2 n-C24 2400 Tr 338
3 n-C25 2500 0.62+0.07 352
4 11-:13-:9-metilC25 2535 Tr ;(138/169;224/225;196/197;140/141 ;252/253;3
5 5-metil C25 2547 Tr 84/85;308/309;351
6 3-metil C25 2557 Tr 56/57; 336/337;351
7 n-C26 2600 0.36 +0.02 366
8 3,11-; 3,13-dimetilC25 2607 0.10 £ 0.01 56/57;351;224/225;183;196/197;211

aoaa . 154/155;252/253;182/183;224/225;168/169;2
9 10-;12-;11-;13-metilC26 2634 0.98 £ 0.06 38/239:365
10 6-metil C26 2643 0.13+0.01 98/99;308/309
11 5-metil C26 2650 0.11+£0.02 84/85;322/323
12 4-metil C26 2658 0.30 £ 0.01 70/71;336/337;365
13 3-metil C26 2674 0.24 £ 0.02 56/57;351
14 4,10-; 4,12-dimetilC26 2689 0.13+0.01 70/71;351;252/253;169;224/225;197;379
15 n-C27 2700 15.60 £ 0.51 380
16 11-; 13-metilC27 2735 1412 +0.81 168/169;252/253;196/197;224//225;379
17 5-metilC27 2750 5.38+0.7 84/85;336/337;379
18 3-metilC27 2774 6.59+0.6 56/57;365;379
19 5,11-dimetilC27 2781 3.82+0.2 84/85;351;252/253;183;393
20 n-C28 2800 6.13+0.7 394
21 3,11-; 3,13-dimetilC27 2805 461+0.3 56/57;379;252/253;183;224/225;211

AN AA A . 182/183;252/253;154/155;280/281;210/211;2
22 12-;10-;14-;11-;13-metilC28 2831 4.25+0.1 24/225:393
23 4-metilC28 2856 246+0.09 70/71;365;393
24 3-metilC28 2872 0.92+0.06 56/57;379
25 412414~ 4,16-dimetiiC28 2887 072041  [)T1379:2062/263,197:224/225,225:196197
26 n-C29 2900 1491 £0.82 408
27 11-:13-15-metilC29 2931 6.72 + 0.35 (1)?8/169;280/281;196/197;252/253;224/225;4
28 5-metilC29 2950 0.97 £ 0.01 84/85;364/365;407
29 11,15-dimetilC29 2955 0.88 £ 0.04 168/169;295;224/225;239;421
30 3-metilC29 2975 3.90+0.95 56/57;393
31 n-C30 3000 0.64+0.15 422
32 3,11-; 3,13-dimetilC29 3005 1.23+0.11 56/57;407;280/281;183;252/253;211
33 12-;14-;13-;15-;11-metilC30 3030 0.67 £ 0.08 182/183;280/281;210/211;252/253;421
34 4-metilC30 3057 0.17 £ 0.04 70/71;392/393;421
35 n-C31 3100 1.01+£0.39 436
36 15-:13-111-metilC31 3126 0.19 + 0.03 5.2444225;252/253;196/197;284/285;168/169;308/30
37 3-metil C31 3158 Tr 56/57;420/421;450
38 C32 + 3,11-dimetil C31 3205 Tr 450+ 56/57;435;308/309;183;464
39 n-C33 3300 0.17 £+ 0.01 464

A Ao . 140/141;364/365;168/169;336/337;196/197;308/30

40 9-;11-;13-;15-metil C33 3331 Tr 9:224/225:280/281:478
41 13-;15-metil C38 NI Tr 196/197;378/379;224/225,350/351;548
42 11-;13-metil C39 NI Tr 196/197;392/393;1687169;406/407;562
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® Los HC se identificaron en base a sus IK y a sus patrones de fragmentacion por CGC-MS.

°Los valores representan las medias de tres repeticiones de cinco insectos cada uno + D.E.

Tr: Trazas. NI: No identificado.
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Fig.IV.2.b. Perfil cromatografico de los HC epicuticulares de T. castaneum.

El analisis de espectrometria de masa (MS), mostrd una serie continua de n-

alcanos de 23 a 33 carbonos, caracterizados por el predominio de cadenas impares

sobre todo de 27 y 29 carbonos. En la figura IV.2.c se muestra el espectro del

heptacosano (n-C27), compuesto mas abundante.
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Fig.IV.2.c. Espectro de masa del heptacosano (n-C27)
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En la Fig.IV.2.c, se muestra el espectro del n-C27, tipico espectro de HC de
cadena lineal, donde la intensidad de los fragmentos disminuye en forma continua, es
caracteristico de esa fragmentacion la formacion de grupos de iones cada catorce

unidades de masa, que corresponden al clivaje de las uniones carbono-carbono de la

'
cadena principal. El ion al final de la escala de masas, es el ion molecular (M ), que

corresponde al hidrocarburo sin fragmentar y mediante el cual es posible determinar

su peso molecular, el (M)+ del n-C27 es 380.

La fraccion de monometilalcanos, consiste en cadenas principales pares e
impares donde las ramificaciones de las cadenas impares se ubican en posicion impar,
mientras que en las pares se ubica preferencialmente en posicion par aunque también
impar (p.ej. 5-metil C26, 3-metil C28). Las ramificaciones en posiciones terminales y
cercanas a éstas (posiciones 3-6) muestran una abundancia similar a los
monometilalcanos internos en cadenas principales de 25 a 29 carbonos, sin embargo
en cadenas mas largas los monometilalcanos terminales presentan una franca
disminucion. En las cadenas pares se destacan de manera caracteristica el
componente 4-metil en cadenas lineales de 26 a 30 carbonos, también se observan 3-
metil en cadenas lineales de 26 y 28 carbonos, los isdmeros 12-metil como los
metilalcanos internos mas comunes (en cadenas de 26 a 30 carbonos). En las
cadenas impares predominan las ramificaciones terminales 3-metil, 5-metil e internas

11- y 13-metil en cadenas lineales desde 25 a 31 carbonos.
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Fig.IV.2.d.Espectro de masa del 11-metil heptacosano
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Fig.lV.2.e. Patron de fragmentacion del 11-metilC27

Las bases de datos disponibles para interpretar los espectros de masa
obtenidos, contienen escasos hidrocarburos de la longitud de cadena y de los tipos
que se encuentran en insectos (Carlson y col., 1998). No hay disponibles bibliotecas

de espectros de HC ramificados de insectos, y en la mayoria de los casos no es

+

posible visualizar el M, por lo cual es necesario interpretar cada espectro
individualmente. Una medida adicional y de gran utilidad, que provee una
aproximacioén a la estructura del compuesto y que da una identificacion tentativa del
mismo es el indice de Kovats (KI) o indice de Retencién (Kovats 1965), el cual da una
medida de la cantidad de carbonos en la cadena y contribuye a determinar la identidad
del compuesto. En el caso de los hidrocarburos lineales saturados los Kls tienen
valores de centenas enteros (ej: nC23 = Kl 2300, nC29 = Kl 2900, nC32 = Kl 3200).
En los monometilalcanos, la presencia de una ramificacion metilo en la cadena
alquilica suele acortar su tiempo de retencion comparado al de una cadena normal con
el mismo numero de carbonos. La posicion de la ramificacion determina la magnitud
de la reduccion, de tal manera que los isémeros con la ramificacion en el centro tienen
los tiempos de retencion mas cortos (aproximadamente 70 unidades Kl menos),
mientras que a medida que la ramificacion se ubica cerca del extremo de la cadena, el
valor de Kl se aproxima al del correspondiente n-alcano con el mismo numero de
carbonos (Blomquist y col., 1987; Lockey, 1988; Juarez, 1993; Carlson y col., 1998;
Juarez y col.,2001).

En los dimetilalcanos las ramificaciones se ubican comunmente en posiciones
pares o impares dependiendo si la cadena lineal tiene numero par o impar de
carbonos respectivamente. En cadenas impares son comunes los isomeros 3,X-dimetil
en cadenas de 25 a 31 carbonos, con la segunda ramificacién en posicion interna
(3,11-, 3,13-); los dimetilalcanos impares internos consisten generalmente en cadenas
con ramificaciones 11,X-. En cadenas pares son comunes las ramificaciones 12,X-,

6,X-y 4,X en cadenas de 26 y 28 carbonos.
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Fig.IV.2.f. Espectro de masa del 3,11-dimetil heptacosano

Fig.IV.2.g. Patrén de fragmentacion del isémero 3,11-dimetilC27

En los dimetilalcanos, la presencia de una ramificacion metilo extra,
aproximadamente duplica el efecto sobre el tiempo de retencién por lo que el Kl es
entre 90 a 160 unidades menor que el correspondiente al n-alcano con el mismo
numero de carbonos; el menor desplazamiento del Kl se obtiene cuando una de las
ramificaciones se encuentra en posicién terminal o subterminal de la cadena (ej: 3,X-
diMe-C33 ~ KI 3403 a 3409, 5,X-diMe-C33 ~ Kl 3379 a 3382, 13,X-diMe-C33 ~ KiI
3340 a 3362) (Blomquist y col., 1987, Lockey, 1988, Carlson y col., 1998; Juarez y col.,
2001). Una identificacion confiable de la estructura de los hidrocarburos resulta de la
interpretacion de los espectros de masa junto con el analisis de los valores de indices
de retencién y la factibilidad biosintética de las estructuras propuestas (Blomquist y
col., 1987).

IV.3. Andlisis de compuestos volatiles organicos (VOC) emitidos por insectos

plaga de granos almacenados

IV.3.a. Tribolium castaneum
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Los adultos de T. castaneum poseen glandulas defensivas que secretan metil-
1,4-benzoquinona (MBQ) vy etil-1,4-benzoquinona (EBQ), conocidas comunmente
como benzoquinonas (BQ), liberadas junto con el HC, 1-pentadeceno (n-C15:1). Un
adulto de T. castaneum puede secretar en el grano o harina hasta aproximadamente
0,5 mg de BQ (Yezerski y col., 2000, 2004). Los insectos pueden colonizar
rapidamente granos almacenados y derivados, liberando las secreciones volatiles,
modificando las propiedades, otorgandole un olor desagradable y modificando su color
(Fig.IV.3.a.1.B)

Fig.IV.3.a.1.A: Harina sin contaminar; B: Harina contaminada con los VOC de T. castaneum.

Con el fin de identificar/analizar cuali y cuantitativamente la composicién de los
VOC, principalmente las BQ, liberadas por adultos vivos de T. castaneum, se empleé
para la extraccion la técnica de SPME-CGC, también se compard la capacidad de
captacion de las fibras polidimetilsiloxano/  divinilbenceno (PDMS/DVB),
carboxen/polidimetilsiloxano (CAR/PDMS), y polidimetilsiloxano (PDMS) de SPME
para los VOC de T. castaneum.

El analisis de los VOC liberados por un grupo de adultos estresados por
agitacion de T. castaneum mediante SPME-CGC-MS mostr6 la presencia de tres
compuestos principales: metil-1,4-benzoquinona (MBQ), etil-1,4-benzoquinona (EBQ)
y 1-pentadeceno (n-C15:1), obteniendo los siguientes iones moleculares MBQ (M":
122, 94, 82, 66, 54, 39), EBQ ( M": 136, 108, 79, 54, 39) y n-C15:1 (M": 210); estos
compuestos representan mas del 90% de la mezcla volatili y son facilmente
detectables con cualquiera de los tres fibras utilizadas (Fig.lV.3.a.2). La fibra
CAR/PDMS fue mas eficiente en la extraccion de compuestos minoritarios, como
acetofenona (M": 120, 105, 77, 51), m-cresol (M*: 108, 90, 77, 51), metilhidroquinona
(M*: 124, 95, 77, 67, 65, 39), tetradeceno (M*: 196), tetradecano (M*: 198), metoxi-1,4-
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benzoquinona (M": 138, 123, 108, 95, 79, 67, 65, 39), hidroxi-metilbenzaldehido (M":
175, 159, 135, 105, 91, 77, 65, 41, 39) y pentadecadieno (M*: 208) (Fig. IV.3.a.2.A).
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Fig.IV.3.a.2. Perfil cromatografico de SPME-CGC de los compuestos volatiles (VOC) emitidos
por T. castaneum captados por 3 diferentes fibras. A: Carboxen/Polidimetilsiloxano
(CAR/PDMS). B: PDMS/divinilbenceno (DVB). C: PDMS. Los compuestos mayoritarios fueron
identificados por SPME-CGC-MS en las mismas condiciones de SPME-CGC. 1: Metil-1,4
benzoquinona (MBQ), 2: acetofenona, 3: m-cresol, 4: etil-1,4 benzoquinona, 5: NI (no
identificado), 6: NI, 7: metilhidroquinona, 8: NI, 9: tetradeceno, 10: tetradecano, 11: metoxi-1,4
benzoquinona, 12: hidroxi-metilbenzaldehido, 13: 1,6-pentadecadieno, 14:1-pentadeceno, 15:
NI.

En los insectos sin estresar (tratamiento 1), el Unico compuesto detectado en

pequefas cantidades fue n-C15: 1 (1-4 ng/insecto) Fig. IV.3.a.3.A
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Fig.IV.3.a.3. Perfil cromatografico de SPME-CGC de T. castaneum, utilizando la fibra
CAR/PDMS con los tres tratamientos. A: temperatura ambiente sin estresar, B: agitados

fuertemente durante 30 seg., C: calentados a 90 °C durante 15 min.

Se compararon las cantidades relativas obtenidas con las 3 fibras utilizadas, si
bien la fibora CAR/PDMS y PDMS/DVB son de polaridad intermedia, y la fibra PDMS es
no polar, las 3 fibras son recomendadas para la captacién de compuestos volatiles. En
los insectos estresados por la agitacion, las benzoquinonas (BQ = MBQ + EBQ)
representan un 81,5 + 7,8% de las secreciones volatiles adsorbidas con la fibra
CAR/PDMS, este porcentaje relativo es significativamente diferente (P < 0,01) del
obtenido con la fibora PDMS (44,8 + 7,6%) (Tabla 1V.3.a). Con la fibora PDMS/DVB las
BQ mostraron valores intermedios. Se compard la relacién entre los principales
compuestos, la relacion BQ: n-C15:1 vari6 entre 4 con CAR/PDMS (P < 0,001) y 1 con
la fibra PDMS (P < 0,05).
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Tabla 1V.3.a. Cantidades relativas (% + E.E) de los tres principales VOC detectados por SPME-

CGC en adultos de T. castaneum ?

Cantidades relativas (% + E.E)°

Fibras N® MBQ EBQ n-C15:1
CAR/PDMS 8 266+27° 549+51° 18,4 +6,7°
PDMS/DVB 7 175£2,1° 442 +56° 38,355

PDMS 9 830+1,7° 36,5+5,9° 542+7,3°"

? Insectos agitados (30 seg.) mantenidos a temperatura ambiente. Los VOC fueron colectados
por SPME, durante 15 min.

® N = Numero de ensayos, con cinco insectos por vial.

° Los valores de cada columna seguidos de letras diferentes son significativamente diferentes
(ANOVA seguido por Prueba de Tukey, P < 0,05)

Comparando los componentes individuales, la cantidad relativa adsorbida de
MBQ fue significativamente diferente con las tres fibras (P < 0,05y 0,001), con la fibra
PDMS se observa la menor afinidad; mientras que las cantidades detectadas de n-
C15:1 mostraron diferencias significativas entre las fiboras CAR/PDMS y PDMS (P <

0,01). Las cantidades relativas de EBQ fueron similares con las tres fibras utilizadas.

Con el fin de estimar la cantidad maxima detectable de VOC por este método,
los viales que contienen los insectos ya expuesto a las sucesivas extracciones, bajo
las condiciones de temperatura ambiente sin estresar y agitados, fueron sometidos a
un tratamiento térmico para liberar la mayor cantidad de VOC internos. Las cantidades
relativas de VOC liberados con calor no fueron significativamente diferentes de los
obtenidos por agitacion a temperatura ambiente (datos no mostrados). Sin embargo, la
cantidad relativa de BQ total extraida con la fibora CAR/PDMS fue tres veces mas que
la de n-C15:1 (P < 0,001); mientras que la fibora de PDMS (P < 0,001) detectd
relativamente mas n-C15:1 (71,9 £ 5,5%) que BQ. Similares cantidades relativas de
BQ y n-C15:1 fueron detectados con la fibora de PDMS/DVB.

Las cantidades de VOC (ng/insecto) liberadas después del tratamiento de

agitacién se muestran en la figura 1V.3.a.4.A.
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Fig.IV.3.a.4. Cantidades (ng/insecto) de VOC captados por SPME-CGC de T. castaneum. A:
las barras representan las medias (+ E.E) de los volatiles liberados por agitacion.* Los valores
de MBQ y EBQ con la fibra CAR/PDMS difieren significativamente con los valores de las fibras
PDMS/DVB y PDMS (ANOVA, seguido de Prueba de Tukey, P < 0,05). B: las barras

representan los medias (x E.E) de los VOC liberados por calor.

La mayor recuperacion de los tres principales VOC liberados por agitacion, se
obtuvo con la fibora CAR/PDMS, con 349,1 + 107,5 ng/insecto de MBQ, 779,5 £ 290,0
ng/insecto para EBQ y 143,8 + 69,9 ng/insecto de n-C15:1. Las cantidades de MBQ y
EBQ captadas con la fiora CAR/PDMS fueron significativamente diferentes de las
obtenidas con las restantes fibras (P < 0,05), cantidades de n-C15:1 detectadas no

fueron significativamente diferentes con las tres fibras utilizadas.
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Las cantidades de BQ detectadas sin y con tratamiento térmico no fueron
significativamente diferentes (Fig.IV.3.a.4.A, B), aunque los valores de n-C15: 1 fueron
significativamente diferentes (P < 0,05).

Las cantidades de los VOC liberados luego del tratamiento por calor con la fibra
CAR/PDMS fueron de 393 + 96 ng/insecto (MBQ), 893 + 238 ng/insecto (EBQ) y 802 +
235 nglinsecto (n-C15:1) (Fig. 1V.3.a.4.B). No se detectaron diferencias significativas
entre en las cantidades de los VOC adsorbidos con las tres fibras.

Las cantidades totales promedio de los principales VOC extraidos con la fibra
CAR/PDMS después del periodo de agitacion seguido del tratamiento térmico (Fig.
IV.3.d.A + B) fueron de 742 £ 93 ng/insecto de MBQ, 1672 + 244 ng/insecto de EBQ
mas 946 + 237 ngl/insecto de n-C15:1. Sin embargo, para calcular el total de VOC
extraibles por calor se realizaron sucesivas mediciones de un mismo vial, una sola
extraccion con calor extrae un 82,7 + 1,0% del total de VOC extraibles. Por lo tanto,
los volatiles totales promedio extraidos por HS-SPME en las condiciones ensayadas
fueron estimados por la adicién de la cantidad de VOC liberados por agitacion mas los
VOC liberados por calor, resultando 810 + 100 ng/insecto de MBQ,1827 + 258
ng/insecto y 1085 + 276 ng/insecto de n-C15:1.

IV.3.b.Ulomoides dermestoides

Los principales VOC liberados por los machos y hembras adultos vivos de U.
dermestoides fueron analizados mediante SPME-CGC-MS en condiciones similares a
las descriptas para T. castaneum con el tratamiento de agitacién, utilizando la fibra
bipolar PDMS/DVB y colocando un insecto por vial. El andlisis mostré la presencia de
cuatro componentes principales: MBQ (M™: 122), EBQ (M": 136), n-C13:1 (M™: 182) y
n-C15:1 (M": 210), que representa mas del 90% de la mezcla de volatiles. Los
componentes menores fueron identificados como limoneno (KI: 1036, M*: 136), y 1,6-
pentadecadieno (C15:2) (KI: 1479, M*: 208) (Fig.IV.3.b.1). También se detectaron
trazas de hidrocarburos saturados de cadena lineal de 10 (KI: 1000, M +: 142), 12 (KI:
1200, M*: 170), 14 (KI: 1400, M": 198), 15 (KI: 1500, M": 212) y 16 atomos de
carbonos (KI: 1600, M*: 226) (datos no mostrados).
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Fig.IV.3.b.1. Perfil cromatografico de hembra y macho de U. dermestoides, mediante SPME-
CGC utilizando la fibora PDMS/DVB. Los insectos fueron agitados durante 30 segundos. 1:
metil-1,4 benzoquinona, 2: limoneno, 3: etil-1,4 benzoquinona, 4: 1-trideceno, 5. NI, 6:1,6

pentadecadieno, 7: 1-pentadeceno.

Tabla 1V.3.b. Cantidades relativas (% = E.E) de los cuatro principales VOC detectados por
SPME-CGC en hembra y macho adultos de U. dermestoides®

Cantidades relativas (% + E.E)”

Sexo MBQ EBQ n-C13:1 n-C15:1
hembra 14,3+1,1 64,0+238 3,0+0,5 18,2+ 1,9
macho 15,7 +1,5 68,56+22 3,3+0,5 12,1+1,8

? Insectos agitados (30 seg.) mantenidos a temperatura ambiente. Los VOC fueron colectados
por SPME, durante 15 min.
® Los valores de cada columna no difieren significativamente (Prueba de Student, P < 0,05). Se

realizaron 20 ensayos por cada sexo.

No hubo diferencias significativas en los principales VOC en funcion del sexo.
Al igual que en T. castaneum las BQ representan alrededor del 80% de los VOC

liberados cuando los insectos son estresados por agitacion.
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Fig.IV.3.b.2. Cantidades (ng/insecto) de VOC captadas por SPME-CGC de U. dermestoides.
Las barras representan las medias de 20 repeticiones (+ E.E) de los VOC liberados por

agitacion.

Las cantidades (ng/insecto) de VOC detectados se muestran en la figura
IV.3.b.2. No se observaron diferencias significativas entre los sexos (Prueba de
Student, P < 0,05). Sin embargo las cantidades de los tres compuestos mayoritarios
liberados individualmente por cada adulto de U. dermestoides, fue significativamente
diferente (P < 0,05) de las cantidades estimadas para T. castaneum (Fig. IV.3.a.3.A),

en iguales condiciones.

IV.3.c. Analisis de las secreciones volatiles por extraccion con solventes de U.

dermestoides

La extraccion mediante SPME no da informacién sobre la cantidad de
compuestos producidos por las glandulas, para estimar la cantidad total de VOC se
realizé la extraccion con solvente, los VOC de U. dermestoides fueron extraidos con
diclorometano (DCM), en el mismo periodo de tiempo (15 min, como se realizd por
SPME). Estos extractos fueron utilizados por otro grupo de trabajo para realizar
ensayos de citotoxicidad en la linea celular tumoral A549 (causante de
adenocarcinoma de pulmon). Se establece 1 equivalente = a la extraccion de los
compuestos de U. dermestoides con DCM, durante 15 min). En la tabla 1V.3.c, se
muestra la cantidad de VOC extraidos con DCM, en comparacion con los VOC
extraidos con la técnica de SPME (Fig.IV.3.c.1), la cantidad de BQ es
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aproximadamente 5 veces mayor, mientras que la cantidad de n-C15:1 extraido es 25
veces mayor.

Para estimar la cantidad total (o extraccion exhaustiva) de los compuestos, se
utilizé un periodo mayor de tiempo (48 h), mostrando valores significativamente

superiores (P < 0,0001) que los obtenidos con 15 min de extraccion (Tabla IV.3.c).

Tabla.lV.3.c. Cantidades (ug/insecto * E.E) de las principales secreciones liberadas por adultos

de U. dermestoides mediante extraccion con DCM.

Cantidades (ug/insecto + E.E)

Tiempo MBQ EBQ n-C15:1
15 min 56+23a 16,6 6,0 a 125+16a
48 hs 13,5+1,1b 39,5+04b 340+£15b

Valores seguidos por la misma letra no difieren estadisticamente entre si entre cada columna.
Prueba de Tukey (P <0,05). N=8
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Fig.IV.3.c.1. Perfil cromatografico de las principales secreciones volatiles de U. dermestoides,
utilizando DCM, durante 15 min. 1: MBQ, 2: EBQ, 3: n-C15:1.

IV.4. Biosintesis de novo de lipidos y secreciones volatiles
IV.4.a. Tribolium castaneum

Se iniciaron estudios de la biosintesis de lipidos en insecto entero a partir de [1-

% C] acetato. Se emplearon hembras y machos adultos de 30 dias de T. castaneum,
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alimentados con harina conteniendo [1-"*C] acetato durante 10 dias. Al finalizar ese
periodo, se extrajeron los lipidos epicuticulares, los VOC y los lipidos internos.

En la tabla 1V.4.a.1 se muestra la distribucion de la radiactividad en las distintas
clases de lipidos de los adultos de T. castaneum; en los lipidos internos la marcacion
radiactiva se incorporo principalmente en los TG (72,4 + 4,0%), seguido de HC, AGL y
lipidos polares. Los lipidos sintetizados y transportados a la superficie epicuticular se
concentran principalmente en la fraccién de HC (> 80%), encontrandose el resto de la
marcacion en TG, AGL y en el punto de siembra, siguiendo un patron similar a la
composicion lipidica. En la fraccién de VOC la marcacién radiactiva se distribuyd en
HC (principalmente n-C15:1) y BQ. La incorporacion total de radiactividad fue de 3%

en los lipidos internos, 0,38% en epicuticulares y 0,2% en VOC (Tabla IV.4.a.2)

Tabla 1V.4.a.1. Incorporacion de la radiactividad (% * E.E) en las distintas clases de lipidos en

T. castaneum’.

Lipidos vOC Epicuticulares Internos
HC 48,3+ 2,0 80,6 +1,3 10,529
TG ND 6,2+1,1 72,4140
BQ 47,7 £ 3,6 trazas ND

AGL ND trazas 10,1 +£1,2
L Polares ND trazas 6,6 +0,9

? Los insectos fueron alimentados durante 10 dias con [1-'"C] acetato. Los valores representan
la media £ E.E de 4 repeticiones. HC: hidrocarburos, TG: triglicéridos, BQ: benzoquinonas,
AGL: acidos grasos, LP: lipidos polares ND: No detectable

A B C

Fig. IV.4.a.1. Radio-TLC de las distintas clases lipidicas en T. castaneum. A: VOC, B:
Epicuticulares, C: Internos. HC: hidrocarburos, TG: triglicéridos, BQ: benzoquinonas, AGL:

acidos grasos, LP: lipidos polares.
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La fraccion de hidrocarburos fue purificada de lipidos epicuticulares en una mini
columna de Biosil y analizados por radio-TLC. La marcacion radiactiva se distribuyé en
un 55 £ 1,4% en la fraccién de HC insaturados y un 40 £ 2,3% en la fraccién de HC
saturados (Fig.lV.4.a.2.).

Fig.IV.4.a.2. Radio-TLC de los hidrocarburos epicuticulares de T. castaneum. La placa de silica
gel fue previamente impregnada con AgNO3; (20% de acetonitrilo) y luego desarrollada en 95:5
(hexano: éter etilico). Los componentes se identificaron corriendo en la misma placa los
estandares de n-C28, n-C15:1 y n-C23:1.

En un ensayo similar se estudio el efecto de un inhibidor de la FAS, el PHEP (2
mM) en la biosintesis de lipidos. No se observaron diferencias significativas con los
controles, ni entre sexos (Tabla 1V.4.a.2). La dosis de PHEP (2 mM) utilizada, coincide

con la dosis ensayada para el estudio de la liberacién de VOC (inciso I1V.5).

Tabla IV.4.a.2. Distribucion de la radiactividad (% * E.E) en los distintos extractos de lipidos de

machos y hembras de T. castaneum®

Incorporacion de radiactividad (% + E.E)

Control PHEP (2mM)
Macho Hembra Macho Hembra
VOC 0,22 £ 0,07 0,20 £ 0,07 0,16 £ 0,02 0,17 £ 0,03
Epicuticulares 0,38 £ 0,08 0,20 £ 0.04 0,21 £ 0,05 0,18 £ 0,02
Internos 3,0+£1,0 34+0,9 1,97 £ 0,63 21+0,8

% Los insectos separados por sexo fueron alimentados durante 10 dias con [1-14C] acetato. Los
insectos control fueron topicados con 1 pl de etanol, los insectos tratados fueron topicados con
1 pl de PHEP. (ANOVA seguido por Prueba de Tukey, P < 0,05). Los valores representan la

media + E.E de cuatro repeticiones
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IV.4.b. Glandulas abdominales de U. dermestoides

Las glandulas abdominales de adultos de U. dermestoides se incubaron con [1-
'“C] acetato en medio acuoso, la extraccién de los lipidos y la distribucién de la
radiactividad por Radio-TLC.

HC

TG.

BQ

AGL

DG

Fig.IV.4.b.A. TLC de los lipidos totales extraidos de cuerpo (columna 1), glandulas abdominales
y reservorios glandulares (RG) (columna 2) de U. dermestoides luego de incubacion con [1-14C]
acetato.

Fig.IV.4.b.B: Radio-TLC de cuerpo (columna 1) y glandulas abdominales y RG (columna 2) de
U. dermestoides. HC: hidrocarburos, TG: triacilglicéridos, BQ: benzoquinona, AGL: acidos

grasos libres; DG: Diacilglicéridos; LP: lipidos polares. 1: Cuerpo; 2: Glandulas + RG.

En la Fig. IV.4.b.A, se muestra una TLC de los lipidos totales de U.
dermestoides (cuerpos sin glandulas C-G) (columna 1), donde se observa un patrén
similar al observado en T. castaneum (Fig.lV.1.c.B), siendo los TG los componentes
mayoritarios, seguidos de LP (principalmente fosfolipidos), HC, AGL y DG; en la
columna 2 (glandulas + RG), se observa la presencia de TG, HC, AGL y LP,
posiblemente debida a restos de cuerpo graso.

La Fig.IV.4.b.B en la columna 1 (C-G) la marcacion radiactiva se distribuy6 en
TG (54,4 + 5,0%), AGL (7,6 £ 0,07%), HC (9,5 + 2,9%), DG (7,2 + 0,2%) y en el punto
de siembra, fraccién de lipidos polares (21,4 + 1,5%); en la columna 2 (glandulas +
RG) la radiactividad se distribuy6 en los principales componentes de sus secreciones,
HC (42,3 = 2,0%) y BQ (56,2 * 3,1%). Dada la escasa cantidad de muestra, en la
fraccién de HC no se pudo posteriormente analizar la distribucion en HC saturados/

insaturados.
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Para investigar la etapa final de produccion de HC, en otro experimento, se
incubaron glandulas + RG de U. dermestoides con [1-"*C]-palmitato durante 2 h a 30
°C; el ["*C] CO, producido fue capturado por arrastre en minicolumnas con K(OH),

obteniendo un 0,65 + 0,32% de radiactividad en el homogenato de glandula (N = 6).

IV.5. Efecto de inhibidores de la acido graso sintasa (FAS) en la liberacion de

VOC en insectos plaga de granos almacenados

Se analizaron los VOC liberados por insectos adultos tratados (PHEP 2 mM y
octanoico 20 mM) como se explica en el inciso IIl.7, se compararon cuantitativamente
con los respectivos controles, mediante la técnica de SPME-CGC utilizando la fibra de
CAR/PDMS.

IV.5.a. Tribolium castaneum

Tabla IV.5.a. Cantidades relativas (% = E.E) de los principales VOC de T. castaneum
detectados por SPME-CGC.

Cantidades relativas(% * E.E) T. castaneum®

Hembra MBQ EBQ n-C15:1
Control 28,5+ 2 4a 62,2 + 1,8a 9,7 £ 2,5a
PHEP 29,3+ 3,4a 64,9 £ 2,8a 51+ 1,3a
octanoico 27,7 £ 4,0a 63,1+ 1,3a 7,0+ 1,1a
Macho MBQ EBQ n-C15:1
Control 30,8 +1,8a 63,6 + 1,5a 55+1,1a
PHEP 29,7 + 1,6a 58,7 £ 2,1a 11,5+1,7b
octanoico 29,5+ 1,7a 60,7 + 3,0a 8,1+£23ab

® Adultos hembras y machos tratados y control (cinco insectos/vial). N= seis repeticiones.

Valores seguidos por la misma letra en la columna no difieren significativamente entre si.

(Prueba de Tukey, P < 0,05).

El tratamiento con PHEP produjo variaciones significativas en la cantidad

relativa de n-C15:1 en machos (P < 0,05); no se observaron otros efectos.
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Fig.IV.5.a.1. Perfil cromatografico de SPME-CGC de hembras y machos de T. castaneum,
utilizando la fibora CAR/PDMS. Los insectos fueron agitados fuertemente durante 30 seg. A:
Insectos topicados con Etanol (Control), B: Insectos topicados con PHEP, C: Insectos topicados

con octanoico. MBQ: metil1,4-benzoquinona, EBQ:etil1,4-benzquinona, n-C15:1:pentadeceno
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Fig.IV.5.a.2. Cantidades (ng/insecto) de VOC captados por SPME-CGC de hembras y machos
de T. castaneum. Las barras representan las medias de seis repeticiones (+ E.E) de los

volatiles liberados por agitacion. ANOVA seguido por Prueba de Tukey, P < 0,05)
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Las cantidades (ng/insecto) de VOC detectados se muestran en la Fig. IV.5.a.3.

No se observaron diferencias significativas con los controles, ni entre sexos.

IV.5.b. Ulomoides dermestoides

Se efectuaron ensayos similares a los realizados en T. castaneum en un pool
de adultos de U. dermestoides. En presencia de octanoico las cantidades relativas del
n-C15:1 fueron significativamente mayor, en comparacion con los controles (P < 0,01)
y el PHEP (P < 0,001) y la de MBQ significativamente menor, en comparacion con los
insectos tratados con PHEP (P < 0,001) y los insectos controles (P < 0,01) (Tabla
IV.5.b.2)

Tabla IV.5.b. Cantidades relativas (% + E.E) de los principales VOC detectados por SPME-

CGC en U. dermestoides® control y tratados con PHEP y octanoico.

Cantidades relativas (% * E.E)”

MBQ EBQ n-C13:1 n-C15:1
Control 29,9+ 3,4a 38,3+ 3,5a 2,2+0,3a 29,6 + 4,4a
PHEP 33,9+ 3,3a 443 +41a 4,6+ 1,0a 17,7 £ 4,6a
octanoico 13,9+ 2,4b 31,0+ 4,6a 2,9+0,4a 52,1+ 6,5b

 Pool de adultos de U. dermestoides agitados (30 seg) mantenidos a temperatura ambiente.
Los VOC fueron colectados, durante 15 min. N= catorce repeticiones.

®Los valores seguidos por la misma letra en cada columna no difieren estadisticamente entre
si. ANOVA seguido de Prueba de Tukey (P < 0,05).
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Fig.IV.5.b.1. Perfil cromatografico de SPME-CGC de pool de adultos de U. dermestoides
utilizando la fiboras CAR/PDMS. Los insectos fueron agitados durante 30 seg. A: insectos
topicados con etanol (control), B: insectos topicados con PHEP, C: insectos topicados con

octanoico.

Las cantidades (ng/insecto) de VOC detectados se muestran en la figura
IV.5.b.2. Sdlo se observan diferencias significativas entre la cantidad de n-C15:1 de los

insectos control con los tratados con PHEP y octanoico (P < 0,01).
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Fig.IV.5.b.2. Cantidades (ng/insecto) de VOC captados por SPME-CGC de pool de adultos de
U. dermestoides. Las barras representan las medias de catorce repeticiones (+ E.E).* Los
valores de n-C15:1 de los insectos control difieren significativamente de los insectos tratados
(ANOVA, seguido de Prueba de Tukey, P < 0,05).
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IV.6. Efecto de agentes naturales y biolégicos en la supervivencia y ciclo de vida

de insectos plaga de granos almacenados
IV.6.a. Bioensayos con agentes naturales (Tierra de Diatomeas)

Se analizé la capacidad insecticida de TD obtenidas de tres yacimientos locales
(LJ, RN 1y RN 2) y dos TD comerciales (San Juan (local) y Permaguard (USA)), los
bioensayos se realizaron comparando dos concentraciones de TD (700 y 1500 ppm), y
evaluando la mortalidad a los 7 y 14 dias de exposicion.

Para T. castaneum, con la dosis de 700 ppm no se detectaron diferencias
significativas entre las TD ensayadas, con valores de mortalidad que no superaron el
14% (Permaguard) a los 7 dias. Luego de 14 dias de exposicion a las TD, los valores
de mortalidad fueron significativamente diferentes para Permaguard (82%) (P < 0,001)
y LJ (34%) (P < 0,001), los valores obtenidos con las otras TD no variaron
significativamente en funcion del tiempo (Tabla 1V.6.a.1). A dosis mas alta (1500 ppm),
a los 7 dias se logré un 58% de mortalidad con Permaguard, en tanto que con las TD
locales los porcentajes de mortalidad fueron muy bajos. Sin embargo, el porcentaje de
mortalidad con LJ se elevo a 98% a los 14 dias, similar al alcanzado con Permaguard
(100%); las restantes TD no incrementaron significativamente su eficacia con mayor
tiempo de exposicion (Tabla IV.6.a.2).

Los valores de mortalidad para R. dominica superaron el 85% a los 7 dias,
tanto con LJ como con Permaguard (700 ppm), sin diferencias significativas entre
ambas TD ni en funcién del tiempo. Estos valores fueron significativamente diferentes
para las otras TD en ambos periodos de ensayo (P < 0,001 y P < 0,01). Valores
intermedios de mortalidad se obtuvieron para RN 1, con diferencias significativas a los
7 y 14 dias (P < 0,001) (Tabla 1V.6.a.1). A mayor dosis no se observaron diferencias
significativas a los 14 dias en la mortalidad entre LJ y Permaguard; ambas fueron
significativamente diferentes del resto de las TD (P < 0,001) (Tabla IV.6.a.2). No se
observaron diferencias significativas en la mortalidad de R. dominica en funcién del
tiempo de exposicion, con ninguna de las TD ensayadas (Tabla IV.6.a.2).

En cuanto a la especie mas susceptible, S. oryzae, a los 7 dias se logré mas de
80% de mortalidad a la dosis mas baja, tanto con Permaguard como con LJ, llegando
a 100% a los 14 dias. A los 7 dias, se obtuvieron resultados significativamente
diferentes con las otras TD (P < 0,05, P < 0,01 y P< 0,001), que a su vez mostraron
incrementos significativos en la mortalidad a los 14 dias (P < 0,001)(excepto RN 1), sin
diferencias significativas con Permaguard y LJ a los 14 dias (Tabla IV.6.a.1). A 1500

ppm, no se observaron diferencias significativas a los 7 dias entre las TD. A mayor
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tiempo de exposicion, se alcanzaron valores aproximados al 100%, excepto para RN
1.

Tabla IV.6.a.1. Porcentaje de mortalidad (media + E.E) de las especies T. castaneum, R.
dominica 'y S. oryzae a los 7 y 14 dias del tratamiento de exposicién a granos de trigo tratados

con 700 ppm de TD.

T. castaneum R. dominica S. oryzae
TD 7 dias 14 dias 7 dias 14 dias 7 dias 14 dias
Permaguard ® 14,0+4,0aA 820+37aB 936+43aA 978+22aA 833+47aA 1000+00aB
La Josefina 40+24aA 340+24bB 851+64aA 933+t44aA 857+87aA 100,0£0,0aA
RN. 1 49+20aA 49+20cA 404+26bA 578+22bB 428+102bA 60,0+£123bA
RN. 2 106+4,7aA 126+49cA 149+34cA 289+44cB 309+44bA 857+78aB
San Juan 1,6 £1,6aA 33+20cA 893+t36cA 199+6,5cA 357+104bA 714+90aB

Valores seguidos por la misma letra en la columna no difieren estadisticamente entre si.
Diferentes letras mayusculas en cada fila indican diferencias significativas en la mortalidad
producida por la TD a los 7 y a los 14 dias de exposicion. Prueba de Tukey (P < 0,05).

Tabla IV.6.a.2. Porcentaje de mortalidad (media + E.E) de las especies T. castaneum, R.
dominica 'y S. oryzae a los 7 y 14 dias del tratamiento de exposicién a granos de trigo tratados
con 1500 ppm de TD.

T. castaneum R. dominica S. oryzae
D 7 dias 14 dias 7 dias 14 dias 7 dias 14 dias

Permaguard

® 58,0+11,17aA 100,0+x0,0aB 91,5+6,2aA 955+44aA 857+44aA 1000+£0,0aA
La Josefina 16,0+t6,0bA 98,0+20aB 787+34aA 889+35aA 881+38aA 100,0+0,0aA
RN. 1 36+36bA 6,9+34bA 298+72bA 422+81bA 666+44aA 828+53bB
RN. 2 53+36bA 16,3+3,8bA 106+42bA 177+83bA 762+84aA 971+28aA
San Juan 69+34bA 86+29bA 17,1+62bA 311+54bA 833+29aA 100,0+0,0aB

Valores seguidos por la misma letra en la columna no difieren estadisticamente entre si.

Diferentes letras mayusculas en cada fila indican diferencias significativas en la mortalidad

producida por la TD a los 7 y a los 14 dias de exposiciéon. Prueba de Tukey (P < 0,05).

IV.6.b. Bioensayos con el agente biolégico Beauveria bassiana

Se estudido el efecto en el ciclo de desarrollo de T. castaneum y U.
dermestoides por infeccion con el hongo entomopatégeno, B. bassiana. Los adultos de

sexo conocido fueron tratados y colocados en frasco de vidrio con la dieta
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correspondiente. A los 15 dias se separaron los adultos y se realizé el conteo de la

descendencia (pupas y adultos) cada 4 dias, durante 3 meses.

Tabla IV.6.b. Desarrollo de la colonia de T. castaneum y U. dermestoides luego del tratamiento

con B. bassiana (1x 10° conidios/ml)

N° de insecto (F¢) por hembra (P4)

Insecto® Estado Control Tratados con B.b GHA P
T. castaneum Pupa 2,97 £ 0,24 1,21 £ 0,38 0,0029
Adulto 2,5+0,05 0,95+ 0,37 0,0020
U. dermestoides Pupa 3,34 £ 0,41 1,55+ 0,51 0,0210
Adulto 2,12+0,29 1,12+ 0,36 0,0558

® Para cada grupo de insectos, cada colonia se inici6 con ocho machos y ocho hembras. El
numero de insectos emergente se contabilizaban cada 4 dias durante 3 meses. Los valores

representan las medias * de seis repeticiones. Prueba de Student, P < 0,05

El desarrollo de las colonias de ambas especies se alterd tras el tratamiento
con B. bassiana, mostrando una disminucion significativa en la progenie (P < 0,05y P
< 0,005). Se registr6 una disminucién significativa (P < 0,005) en la tasa de
reproduccion para T. castaneum, siendo de 2,97 + 0,24 pupas por hembra para la
colonia control y de 1,21 + 0,38 para la colonia tratada con el hongo (Tabla 1V.6.b). La
colonia de U. dermestoides, también mostré una disminucion significativa (P < 0,05) en
la tasa de reproduccioén, siendo de 3,34 £ 0,41 y 1,55 £ 0,51 pupas por hembra para
las colonias control y tratada con B. bassiana respectivamente (Tabla 1V.6.b). Con
respecto a los adultos, se obtuvo 2,50 + 0,05 adultos por hembra para la colonia
control de T. castaneum, mientras que solo 0,95 + 0,37 adultos surgieron por hembra
en las colonias tratadas con hongo (P < 0,005) (Tabla IV.6.b). Sin embargo, la
transicion entre pupa y adultos no parece ser afectada por la infeccion con el hongo,
aproximadamente el 80% de las pupas fueron capaces de mudar a adulto tanto en las
colonias tratadas como en las control. La produccion de adultos en U. dermestoides
fue menor en las colonias tratadas con B. bassiana (1,12 £ 0,36 adultos por hembra)
en comparacion con las colonias control (2,12 + 0,29 adultos por hembra), pero no se
mostraron diferencias significativas (Tabla IV.6.b). La eficacia de muda a adulto fue del
60 a 70% para esta especie. La infeccién con B. bassiana muestra baja mortalidad,

pero la presencia del hongo afecta significativamente la progenie.
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V.1. Hidrocarburos epicuticulares de T. castaneum

Los hidrocarburos (HC) son constituyentes caracteristicos de los lipidos
cuticulares de insectos (Blomquist y Dillwith, 1985; Blomquist y Bagnéres, 2010). Dado
que carecen de grupos reactivos y la alta estabilidad, los HC juegan un papel
fundamental en las principales funciones de la cuticula, restringiendo la pérdida de
agua, actuando en procesos de comunicacion quimica (Blomquist y Howard, 2003;
Blomquist y Bagnéres, 2010) y en la resistencia a insecticidas (Pedrini y col., 2009;
Juarez y col., 2010).

Los HC de T. castaneum fueron analizados por Baker y col. (1978) empleando
la tecnologia disponible en ese momento (CG con columnas empacadas, de baja
resolucion). Estos autores reportaron 2 grupos de HC; un grupo formado por HC de
bajo PM y otro grupo formado por componentes estructurales de la cuticula de mayor
PM, de cadenas lineales y ramificadas de 25 hasta 31 carbonos.

En este trabajo se efectud el analisis de los HC epicuticulares de adultos de T.
castaneum. Empleando CGC de alta resolucion, logrando detectar 22 nuevos
componentes metilramificados (Tabla V.2, composicion porcentual de HC
epicuticulares de T. castaneum). Los n-alcanos representan el 40% de los HC
epicuticulares totales, con longitud de cadena entre los 23 y 39 carbonos, siendo los
principales componentes el n-C27:0 (15.60 + 0.51%) y el n-C29:0 (14.91 £ 0.82%)).

En la fraccion de HC ramificados predominan los monometilalcanos de
cadenas impares (38% de los HC epicuticulares totales), siendo el componente
principal el isémero 11-; 13- metilC27; seguido de los isébmeros 11-; 13-; 15-metilC29,
del 3-metilC27 y 3-metilC29 (Tabla 1V.2); en la fraccion de HC ramificados de cadenas
pares (10,2% de los HC epicuticulares totales) el componente mayoritario es el 4-
metilC28 (Tabla IV.2). Dentro de los monometilalcanos podemos mencionar que la
ramificacién en posicidon 4- esta presente en cadenas pares de 26 a 30 carbonos y la
ramificaciéon terminal 3-metil tanto en cadenas pares como impares. En la mayoria de
los insectos con HC ramificados es caracteristica la presencia de multiples isdmeros
posicionales; aun con la tecnologia actual, estos isémeros coeluyen en un unico pico
(p.ej. 11- y 13-metilC27; 11-; 13- y 15-metilC29) y no son separables por CGC. Sin
embargo, estos HC son identificables por sus patrones de fragmentacion de masa y
por los valores de IK, como se explica en las secciones anteriores.

En la fraccion de dimetilalcanos (12% de los HC epicuticulares) las
ramificaciones se ubican comunmente en posiciones pares o impares dependiendo si
la cadena lineal tiene numero par o impar de carbonos, respectivamente, el

componente principal es el isébmero 3,11-; 3,13-dimetilC27. No se detectaron tri ni
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tetrametilderivados. En general la composicion de HC de T. castaneum es
relativamente simple con el casi 80% del total de HC epicuticulares representado por
10 compuestos de cadenas de 27 hasta 29 atomos de carbono. En general, la
composicion de HC de insectos es mas compleja y, a veces, consta de mas de 100
compuestos y en algunos casos se reportaron HC de alto PM de 70 carbonos (Cvacka
y col., 2006).

Suzuki y col. (1975) analizaron por primera vez la fraccion de HC de bajo PM
de T. castaneum, siendo el compuesto mayoritario el 1-pentadeceno (n-C15:1), junto
con 1-tretadeceno (n-C14:1), 1-hexadeceno (n-C16:1), 1-heptadeceno (n-C17:1), 1,6-
pentadecadieno (n-C15:2), 1,8- heptadecadieno (n-C17:2) y heptadecatrieno (n-
C17:3).

La presencia conjunta de HC de bajo y alto PM fue también detectada en otro
tenebridnido estudiado en este laboratorio, U. dermestoides. La fraccién de bajo PM
es similar a la de T. castaneum, con predominio de HC insaturados de 13-17
carbonos, siendo el n-C15:1 el componente mayoritario. En el grupo de mayor PM, las
cadenas lineales mayoritarias son similares; sin embargo, la composicion de la
fraccidon ramificada es muy diferente, predomina un HC de 25 carbonos diinsaturado,
el 9,11-dimetilC25:2 (Pedrini, 2006; Villaverde y col., 2009). En Tenebrio obscurusy T.
molitor, el C25:0 y C25:1 representan aproximadamente el 40% de la fraccion de HC
(Lockey, 1978), en contraste, la epicuticula de otros coledpteros plaga de granos
almacenados, como Sitophilus sp. tiene en su composicién grandes cantidades de HC
insaturados de largas cadenas. En S. oryzae predominan alquenos, alcadienos vy
alcatrienos de altos PM (Baker y col., 1984).

Dada la importancia de los HC epicuticulares es extenso el estudio de los
mismos, de unos 130 trabajos relacionados con hidrocarburos de insectos citados en
una revision de 1982 (Howard y Blomquist, 1982) actualmente se pueden hallar varios
miles y este campo sigue creciendo rapidamente (Howard y Blomquist, 2005,
Blomquist y Bagnéres, 2010). Los n-alcanos se encuentran en casi la totalidad de los
mas de 100 6rdenes analizados (Blomquist y Bagneres, 2010), representando mas del
90% en algunos coledpteros (Baker y col., 1978; Lockey, 1985). La longitud de la
cadena oscila entre 21 y 35 atomos de carbono, predominando las cadenas impares.
Los n-alquenos predominan fundamentalmente en los érdenes Coleoptera, Diptera e
Himenoptera, donde se encuentran como mezclas de isdmeros y la posicion del doble
enlace es variable (de Renobales y col., 1991; Buckner y col., 2009; Martin y Drifjhout,
2009; Villaverde y col., 2009). En el orden Hemiptera son abundantes los trimetil y
tetrametil-derivados de cadenas impares y pares en Triatoma sp. y Rhodnius prolixus

(Juarez y Blomquist, 1993; Juarez y col., 2001; Juarez y Calderén , 2007; Calderén y
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col., 2012). En el orden Lepidoptera, Girotti y col. (2012) estudiaron los HC
epicuticulares de Diatraea saccharalis, detectando en la larva HC de muy larga
cadena insaturados, con longitudes de 37-53 atomos de carbono y hasta cuatro
dobles enlaces, siendo el componente principal el C49:3 (Girotti y col., 2012).

El conocimiento de la estructura de los HC es importante para avanzar en la
comprension de los mecanismos regulatorios bioquimicos y genéticos que participan
en su formacién; asi como el desarrollo de inhibidores especificos de su formacion
(Juarez, 1994a; Juarez, 1996; Tittiger y Blomquist, 2009; Qui, y col., 2012).

V.2. Compuestos organicos volatiles (VOC) de T. castaneum y U. dermestoides
Analisis cuali-cuantitativo

En los ultimos afos, la SPME acoplada a CGC-MS ha sido ampliamente
utilizada para estudiar las secreciones volatiles en Coleodpteros, por ejemplo, el
aislamiento y la identificacion de la feromona de los escarabajos rinocerontes (Rochat
y col., 2000) y cerambicidos (Lacey y col., 2004; Seitz y Ram, 2004; Ginzel y Hanks,
2005, Rodstein y col., 2009; Spikes y col., 2010; Maki y col., 2011), también fue
utilizada para detectar la feromona de agregacion y otros metabolitos volatiles
menores del barrenador de los granos, R. dominica (Seitz y Ram, 2004) y de T.
castaneum (Arnaud y col., 2002).

El empleo de esta técnica para detectar compuestos sin utilizar solventes
durante el inicio de la presente tesis en 2004 fue novedoso en el pais; asimismo fue
novedosa su utilizaciéon para el analisis de las secreciones volatiles liberadas por uno o
mas insectos vivos. En este trabajo se evalué el potencial de un método sin solventes
para detectar VOC de insectos plaga en muestras de granos almacenados, que podria
ser de utilidad como indicador de contaminacion insectil.

Las secreciones volatiles liberadas por adultos vivos de T. castaneum fueron
analizados empleando la técnica de SPME-CGC-MS, utilizando 3 fibras de diferente
polaridad y tres tipos tratamientos. Las cantidades relativas de los 3 principales VOC
variaron significativamente dependiendo de la polaridad de la fibra utilizada, la fibra
CAR/PDMS capté alrededor del 75% de las BQ del total de los VOC liberados,
mientras que la fibora PDMS solo detecto alrededor del 45% de BQ, la fibra PDMS/DVB
mostré una afinidad intermedia (Tabla.IV.3.a).

En este sentido, se pudo optimizar un método libre de solvente para detectar
estos VOC, a pesar de que las cantidades absolutas de BQ extraibles por SPME son
muy inferiores a las reportadas por extraccién con solventes, las sefiales obtenidas en
el analisis por SPME-CGC son suficientes y permiten confirmar la presencia de BQ en

la muestra. En una extraccion de 15 min, empleando la fibora CAR/PDMS, las
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cantidades de BQ que se detectaron fueron de 349 + 107 ng/insecto de MBQ y 780 +
290 ng/insecto de EBQ en insectos sometidos a estrés por agitacion (Fig.IV.3.a.4).

Sin embargo, cantidades mucho mayores de BQ estan internamente
almacenadas en los reservorios glandulares y no se detectan por este método. Los
niveles reportados de las secreciones defensivas son muy variables, dependiendo no
sélo de la edad y el sexo, sino también de la disponibilidad de alimentos, fotoperiodo,
densidad de los insectos, etc. (Unruh y col., 1998); también dependen del método de
extraccion. Estudios previos p.ej., detectaron 300-1000 ng de BQ (Pappas y Wardrop,
1996, Yezerski y col., 2000); sin embargo, los niveles mas altos estimados por
extracciéon con solventes y analisis por HPLC fueron de 15-21 ug de MBQ y 22-32 ug
por adulto de T. castaneum (Unruh y col., 1998).

La cantidad de analito extraido por SPME es proporcional a su concentracion
en la muestra. Con el fin de estimar la cantidad maxima extraible de VOC por este
meétodo, los viales que contienen insectos ya expuestos a las sucesivas extracciones
bajo las condiciones de temperatura ambiente sin estresar y agitados, fueron
sometidos a un tratamiento térmico (90 °C durante 15 min) para liberar la mayor parte
de la VOC internos. Las cantidades totales liberadas de matrices inertes pueden ser
calculadas mediante la realizacién de varias extracciones consecutivas de HS-SPME
(multiple HS-SPME) de la misma muestra, la sumatoria de las areas de extracciones
sucesivas individuales es igual a la superficie total del compuesto en estudio
(Ezquerro, y col, 2003; Ezquerro y Tena, 2005; Martinez- Urufiuela y col., 2005). Sin
embargo, no habia reportes de un método para estimar la cantidad total de VOC de un
organismo vivo; extracciones consecutivas no parecian apropiadas porque la sintesis
de volatiles probablemente continia durante el periodo de muestreo. Por lo tanto, la
extraccion multiple HS-SPME fue sustituida por una extraccién luego de un periodo de
tratamiento térmico. En SPME, el aumento de la temperatura de extraccion puede
tener efectos opuestos a lo esperado, debido a que los coeficientes de difusion se
incrementan, aunque los coeficientes de particion a la fase de extraccion se reducen,
por lo que la cantidad de VOC extraidos puede disminuir a mayor temperatura (Lord y
Pawliszyn, 2000). El efecto de la temperatura de extraccion se estimé como la
diferencia de lecturas entre las repeticiones efectuadas a 90 °C y a temperatura
ambiente. Empleando SPME-CGC-MS en estas condiciones, las cantidades totales
detectadas de BQ fueron de 2,3 pg/insecto junto con 1 pg/insecto de n-C15:1 en T.
castaneum.

Mediante SPME-CGC-MS también fueron analizados los VOC de adultos
macho y hembra de U. dermestoides por separado, utilizando la fibora PDMS/DVB; los

principales VOC liberados cuando los insectos son estresados por agitacion fueron
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MBQ, EBQ, 1-trideceno (n-C13:1) y n-C15.1 (Fig.IV.3.b.1), similares a los descriptos
en T. castaneum y otros tenebridnidos (Blum, 1981; Eisner y col., 1998; Wahrendorf y
Wink, 2006; Geiselhardt y col., 2006; Villaverde y col.,, 2007). Sin embargo, las
cantidades de los tres principales compuestos liberados post-agitacion (MBQ, EBQ y
n-C15:1) por individuos adultos fue significativamente mayor que las estimadas en T.
castaneum utilizando la misma metodologia SPME (Villaverde y col., 2007); siendo la
cantidad de MBQ de 1pug/insecto, de EBQ de 2,5 pg/insecto y de n-C15:1 de 0,5
Mg/insecto (Fig. IV.3.b.2). Al igual que en T. castaneum, las BQ representan alrededor
del 80% de los VOC liberados por los insectos cuando son estresados. El analisis
SPME-CGC-MS no reveld dimorfismo sexual, descartando un rol sexual del n-C13:1
como se informd en el escarabajo Parastizopus transgariepinus (Geiselhardt y col.,
2008). Sin embargo, estudios posteriores realizados en este laboratorio, a través de
una modificaciéon de la técnica de la captacion de los VOC, demostré diferencias
cualitativas en los compuestos liberados por machos de T. castaneum y U.
dermestoides identificando nuevos componentes (un aldehido y sesquiterpenos,
respectivamente) con posible rol sexual (Girotti y Juarez, no publicado).

Para evaluar las cantidades absolutas de los VOC de U. dermestoides, las
secreciones volatiles fueron extraidas durante 48 h en DCM, obteniendo 39,5 + 0,4
pg/insecto (EBQ), 13,5 + 1,1 pg/insecto (MBQ), y 34,0 + 1,5 ug/insecto (n-C15:1)
(Tabla IV.3.c). Las cantidades totales de BQ detectadas en U. dermestoides fueron
similares o superiores a los reportados para T. castaneum 'y T. confusum por métodos
analogos (Unruh y col., 1998; Wirtz y col., 1978; Yezerski y col, 2000).

Los resultados presentados mostraron la utilidad de la técnica de SPME
empleada para el analisis de las secreciones volatiles liberadas por T. castaneumy U.
dermestoides. Ademas se demostr6 que SPME acoplada a CGC es un método
suficientemente sensible como para detectar las secreciones volatiles de insectos
individuales. El analisis no dafa a los insectos, y diferentes tratamientos se pueden
aplicar a una misma muestra. La deteccion de insectos plaga en productos
almacenados sigue siendo un problema muy importante en el sector agrario. Se aplica
una variedad de métodos de analisis para la deteccion de insectos y fragmentos de
insectos en granos enteros y harina; entre ellos, inspeccion visual, monitoreo de
temperatura y humedad, sensores del movimiento de los insectos, trampas de
feromonas, inmunoensayos, métodos basados en flotacion, en espectroscopia
infrarroja, etc. Sin embargo, la mayoria de ellos implican mano de obra intensiva y

costosa, o no tienen suficiente sensibilidad.
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Biosintesis de lipidos y secreciones volatiles en tenebrionidos

Los HC cuticulares de insecto son sintetizados en los oenocitos, asociados al
integumento o cuerpo graso (Gu y col.,, 1993, Juarez y Calderén F, 2007). Sin
embargo, no hay evidencias concluyentes sobre el origen de HC de relativamente bajo
PM (n-C13:1, n-C15:1). El sitio de sintesis mas probable de estos alquenos serian las
glandulas de secrecion especificas en tenebridnidos (Blum, 1981; Attygalle y col, 1991,
1993; Eisner y col, 1998; Geiselhardt y col, 2008). El n-C15:1 cumpliria un importante
rol como sefial de alerta per se y como carrier de las BQ (Happ, 1968). El
conocimiento sobre la ruta de sintesis del n-C15:1 es aun incompleto; la etapa final en
la formaciéon del n-C15:1 ocurriria a partir de la decarboxilacidon oxidativa de palmitato
(Fig.V.2.a) (Gorgen y col., 1990), aunque no existe informacion sobre el sitio de

sintesis.
CH,(CH,), ,*“COOH

Acido palmitico

e

CHSCH{DHHCHZJH‘CDDH _L. CH,=CH(CH,),;*COOH

Hidroxilacion

Decarboxilacion

[Peshidratacion l

CH,=—=CH(CH;),,CH, + ™GO,
Pentadeceno

Fig.V.2.a. Etapa final de la biosintesis de n-C15:1. *: [1-"]

El analisis de la distribucion relativa de radiactividad en los ensayos in vivo a
partir de [1-"*C] acetato mostré que ~ 50% de la marcacién tanto en la cuticula como
en los VOC liberados por T. castaneum, correspondié a [1-"*C]n-C15:1 (Tabla 1V.4.a.1
y Fig.IV.4.a.2). En cuanto a la incorporacion total en [1-"*C]n-C15:1, se observé ~ 1%
en la fraccion de las secreciones volatiles y 2% en la fraccidn de lipidos epicuticulares.
La ruta mas probable de sintesis seria via palmitato y posterior conversién a
pentadeceno (Fig.V.1).

Para investigar el sitio de sintesis de los VOC, se incubaron glandulas
abdominales de U. dermestoides, logrando evidenciar sintesis de novo de n-C15:1 a
partir [1-'*C] acetato (Fig.IV.4.b); en tanto que se observé liberacién de [**C] CO, como

producto de la decarboxilacién de [1-'*C] palmitato (Fig.V.1).
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Se ha descripto la sintesis de palmitato en insectos, a través de la accion de acido
graso sintasas (FASs) tanto de cuerpo graso como de integumento (de Renobales y
col., 1987; Stanley-Samuelson y col., 1988; Juarez y col., 1992; Juarez y col. 1996).
De acuerdo a estos resultados la sintesis de n-C15:1 podria ocurrir via de novo
en la glandula, o a partir de palmitato exdgeno incorporado a través del alimento, o
sintetizado en integumento y cuerpo graso. Aunque no hay otros estudios del
metabolismo lipidico en tenebridnidos, se ha reportado recientemente la identificacion
de al menos 5 genes codificantes para FAS en el genoma de T. castaneum

(www.beetlebase.orq).

En estos experimentos también se observé sintesis de novo de BQ tanto en
insecto entero como en incubaciones de glandulas (Fig. IV.4.b).

Las BQ son producidas por diversos organismos a través de diferentes rutas
biosintéticas. Se especula que mas de un sistema estaria involucrado en la sintesis de
diferentes BQ con distintas funciones celulares (Pankewitz y Hilker, 2008). En este
sentido, se ha demostrado que en el tenebriénido Eleodes longicollis la 1,4-BQ es
sintetizada utilizando como precursor el aminoacido aromatico tirosina (Meinwald y
col., 1966; Blum, 1987). Sin embargo, se desconoce el origen de otras dos BQ
detectadas en este insecto (2-metil y 2-etil-1,4-BQ); aunque se ha sugerido que una
FAS participaria en la sintesis de estos compuestos (Pankewitz y Hilker, 2008).
Recientemente, en un estudio del transcriptoma de las glandulas de defensa de T.
castaneum, se detectaron genes especificos que codifican para glucosidasas,
peroxidasas y fenoloxidasas, los que estarian involucrados en la sintesis de BQ (Li y
col., 2013).

Dada la importancia de la FAS en el metabolismo de las secreciones
defensivas producidas por T. castaneum, se evalud el efecto de inhibidores
especificos de su actividad. Estudios previos en insectos demostraron que la actividad
de la FAS es inhibida de manera dosis dependiente en presencia de un acido graso
fenilsustituido (PHEP), asi como también de un &cido graso de cadena corta
(octanoico); esto se correlacioné con alteraciones importantes en los parametros de
supervivencia (Juarez y Napolitano, 2000). Luego de 24 h de tratamiento con ambos
inhibidores, la cantidad de n-C15:1 liberada fue similar a la de insectos T. castaneum
no tratados, pero fue significativamente reducida en U. dermestoides (Fig.IV.5.a.2 y
b.2). En T. castaneum, ensayos de metabolismo in vivo similares a los mencionados
(Juarez y Napolitano, 2000), no permitieron detectar modificaciones en la biosintesis
de lipidos (Tabla IV.4.a.2). Sin embargo, estos resultados no son concluyentes debido
a que las dificultades en la aplicacion de estos compuestos en insectos de tamafio tan

reducido, la escasez de insectos durante esa etapa de investigacion y la dificultad de
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estandarizar el estado alimentario de los insectos, impidieron la obtencién de un

numero importante de réplicas, asi como ensayo a diferentes dosis.
V.3. Control fisico y biolégico de insectos plaga de granos almacenados

Tierras de Diatomeas

El uso de las TD se encuentra entre uno de los métodos de control fisico
(Korunic, 1997, 1998; Arthur, 2000; Lord, 2001; Dal Bello y Padin, 2006; Dal Bello y
col., 2011). Los primeros casos documentados sobre el empleo de polvos inertes para
el control de insectos datan de alrededor del afio 2000 A.C. y se refieren al control de
plagas con tierra de diatomeas (TD) en China (Allen, 1972).

Las TD para el control fisico de insectos plaga son un insumo de alto valor
agregado y estan registradas como insecticidas en diferentes paises, principalmente,
para la proteccibn de granos almacenados, para uso doméstico y en cultivos
protegidos (Golob, 1997; Korunic, 1998; Athanassiou y Korunic, 2007).

La produccion mundial de TD durante el afio 2011 fue de 1.800.000 Tm, de las
cuales 50.000 Tm corresponden a la Argentina (United State Geological Survey
Minerals Yearbook, 2011).

Para evaluar la capacidad insecticida de TDs extraidas de yacimientos locales
comparamos los resultados de bioensayos de mortalidad con parametros
fisicoquimicos de las TDs (densidad aparente compactada, reducciéon del peso
hectolitrico, adherencia al grano y pH), previamente propuestos como parametros
predictivos para la evaluacién de la eficacia insecticida (Korunic, 1997). Los resultados
obtenidos por ambos métodos fueron concordantes y variaron en funcion del
yacimiento y de la especie de insecto en estudio. Las muestras del yacimiento LJ
mostraron un potencial insecticida semejante al del producto comercial Permaguard®,
en tanto que las restantes TDs ensayadas mostraron una capacidad inferior (Fusé y
col.,, 2012). El analisis de la mortalidad (Tabla IV.6.a.1 y 2) evidencia que la TD
Permaguard® y la extraida del yacimiento LJ, poseen una actividad semejante sobre
las tres especies estudiadas, excepto a la dosis mas baja (700 ppm) de LJ en T.
castaneum. En los ensayos con R. dominica, los mayores porcentajes de mortalidad
se obtuvieron con Permaguard® y LJ, con resultados similares a 700 y 1500 ppm que
son valores significativamente diferentes de los obtenidos con las restantes TDs. Sélo
RN 1 presenté actividad insecticida intermedia, que tampoco vari6 con la
concentracion. S. oryzae, resulté la especie mas susceptible, todas las TDs fueron
efectivas a 700 ppm, excepto RN 1. En concordancia con los resultados de otros
autores (Aldryhim, 1990; Mewis y Ulrichs, 2001; Korunic y Fields, 2006), R. dominica,
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S. oryzae y T. castaneum muestran diferente susceptibilidad a la TD; T. castaneum es
la especie mas tolerante, R. dominica presenta valores intermedios de susceptibilidad,
en tanto que S. oryzae es la especie mas susceptible.

La baja eficacia de las TDs restantes no se modificé con la dosis; es importante
destacar que las TDs locales provenian directamente del yacimiento (sin etapa de
purificacion previa) y contenian abundante cantidad de arcilla (De Giusto,
comunicacion personal).

La prediccion del potencial insecticida de TD obtenidas de yacimientos locales
es sencilla, rapida y de bajo costo; esta metodologia también seria util para determinar
las etapas de purificacion necesarias.

La explotacion de yacimientos locales de TD se beneficiaria con un importante
valor agregado incorporando la utilizacién de este producto para el control de insectos.
Dada la gran variabilidad en la susceptibilidad reportada para diferentes poblaciones
de insectos, la seleccion de la TD o mezcla de TD o6ptima a utilizar, deberia evaluarse
empleando ejemplares de la poblacion a controlar. Asimismo, es probable que la
combinacion de una TD con alta capacidad de absorcién/adsorcién, junto con otra por
ejemplo, de menor tamano de particula, resulte en una mayor eficacia insecticida. El
avance en estas investigaciones contribuira a reducir el empleo de insecticidas

quimicos, lo que es de especial importancia en el mercado de productos organicos.

Hongos entomopatogenos

La cuticula de insectos es la principal barrera de defensa contra la penetraciéon
de hongos entomopatdgenos. La infeccidn fungica comienza por la germinacion de
conidios y posterior penetracion a través de la cuticula del insecto; el hongo crece en
el medio interno, llevando a la muerte del insecto (Roberts, 1989). Se ha demostrado
en este laboratorio la capacidad de los hongos entomopatdégenos para degradar los
HC epicuticulares de insectos y utilizarlos para la produccion de energia y la
incorporaciéon a componentes celulares (Napolitano y Juarez, 1997). En los HC de
insectos susceptibles a hongos entomopatogenos predominan cadenas saturadas
lineales y ramificadas; contrariamente, una baja susceptibilidad coincide con la
presencia de HC insaturados y de derivados de quinonas presentes en sus
secreciones volatiles, como es el caso de T. castaneum y U. dermestoides (Villaverde
y col., 2007; 2009; Pedrini y col., 2010). No se han detectado hasta el momento cepas
de hongos entomopatéogenos efectivas contra adultos de T. castaneum y U.
dermestoides; los indices de mortalidad son menores al 10% cuando se utilizan

formulados comerciales a las dosis usualmente utiles para la mayoria de los insectos
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susceptibles (Akbar y col., 2004; Pedrini y col., 2010). Sin embargo, se ha reportado
50% de mortalidad en larvas de T. castaneum tratadas en similares condiciones
(Akbar y col., 2004). Las larvas exhiben un perfil de HC mas simple que los adultos, y
tanto el n-C15:1 como las BQ estan ausentes de los extractos de las secreciones
volatiles (Girotti y Juarez, no publicado), ademas de presentar una cuticula menos
esclerotizada.

En este estudio se ha determinado que la infeccién fungica produce un estado
de aislamiento e inanicién que alteraria en forma importante el desarrollo de las
colonias (Tabla IV.6.b). Otros experimentos desarrollados en este laboratorio
mostraron que la infeccién con Beauveria bassiana no altera el contenido total de BQ
(comparado con insectos no infectados), pero afecta adversamente la liberacion de los
VOC alterando el comportamiento de ambos tenebridnidos (Pedrini, 2006; Pedrini y
col., 2010). Es probable que la infeccion fungica afecte al sistema nervioso dificultando
a su vez el mecanismo de secrecion glandular de estas sustancias téxicas.

Por otra parte, se ha descripto que las BQ presentan actividad antimicrobiana
(Ruther y col.,, 2001), lo cual podria explicar la baja susceptibilidad de estos
coledpteros a los hongos entomopatdgenos. Estos compuestos protegerian al insecto
de infecciones fungicas, inhibiendo el desarrollo del hongo sobre la cuticula. Se ha
detectado en este laboratorio que extractos de las secreciones de T. castaneum y U.
dermestoides inhiben el crecimiento in vitro de B. bassiana (Pedrini, 2006). Estas
investigaciones, condujeron al desarrollo de una nueva linea de trabajo en el
mejoramiento de una cepa de B. bassiana para el control de tenebrionidos secretores
de BQ. Se estudia el gen codificante para 1,4-benzoquinona reductasa fungica.
Mediante la eliminacion de este gen especifico se ha comprobado su funcién en la
degradacion de BQ, obteniendo un fenotipo alterado tanto en la tolerancia a la BQ
como a la virulencia frente a T. castaneum (Pedrini y Juarez, no publicado).

Es evidente entonces que tanto la comprension de aspectos bioquimicos y
metabodlicos de las secreciones de defensa de estos insectos, asi como de los
mecanismos de interaccion con hongos entomopatdogenos, abre un importante

panorama para el desarrollo de mejores estrategias de manejo de estos insectos.

88



CAPITULO VI Conclusiones



Conclusiones / TESIS Villaverde M. L. / 2014
|

-Se avanzé en el conocimiento de la estructura y composicién de los HC epicuticulares

de Tribolium castaneum, identificando 22 nuevos componentes metilramificados.

-Se identifico y determind la composicion de las secreciones de defensa de Ulomoides
dermestoides, empleando la técnica de HS-SPME acoplada a CGC-MS. Los
principales compuestos volatiles organicos (VOC) identificados fueron: metil-1,4-
benzoquinona (MBQ), etil-1,4-benzoquinona (EBQ), 1-trideceno (n-C13:1) y 1-
pentadeceno (n-C15:1). En las condiciones de analisis utilizadas, no fue posible

detectar dimorfismo sexual evidente en los VOC de U. dermestoides.

-Se establecié un nuevo método libre de solventes y basado en el empleo de técnicas
de HS-SPME-CGC-MS, para la deteccién de los VOC liberados por adultos de T.

castaneum y U. dermestoides.

-Este es el primer método quimico que propone la deteccion de quinonas volatiles

como un indicador de contaminacion con tenebridnidos en granos almacenados.

-El mecanismo de sintesis del n-C15:1 en las glandulas abdominales de estos
tenebridénidos ocurriria tanto por la via de novo, como a partir de palmitato exdégeno
incorporado a través del alimento. Los datos obtenidos no permiten descartar su
sintesis en otros tejidos (integumento y cuerpo graso). Asimismo se demostré sintesis

de novo de BQ en glandulas abdominales de U. dermestoides.

-Se seleccionaron tierras de diatomeas (TDs) de yacimientos argentinos en base a la
determinacion de su capacidad insecticida contribuyendo a la evaluaciéon del potencial

econdmico de yacimientos de TDs.

-La infeccion con Beauveria bassiana afecta significativamente la secrecién de los

VOC y el ciclo de vida de T. castaneum y U. dermestoides.

Los resultados obtenidos en esta tesis dieron origen a nuevas lineas de
investigacion, que emplean distintas herramientas bioquimicas y moleculares para
avanzar en la comprension de los mecanismos involucrados en la via de sintesis de
las secreciones volatiles de estos insectos. A largo plazo se espera que contribuyan al

desarrollo/mejoramiento de estrategias ecolégicas para el control de plagas.
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