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RESUMEN

El max Scyphophorus acupunctatus Gyllenhal 1838 (Coleoptera: Curculionidae) es una de las plagas mas
importante en agaves cultivados, produciendo dafios severos a las hojas de las plantas y pérdidas de rendimiento
hasta de 40% en el Estado de Yucatan. En estudios previos se demostro el efecto atrayente que ejercen las hojas
de henequén sobre el insecto adulto de S. acupunctatus y el control efectivo que se logra de esta plaga usando
hojas de henequén tratadas con insecticidas comunes. Por lo tanto, en el presente trabajo se llevé a cabo la
identificacion de los compuestos responsables de la actividad atrayente del henequén hacia el insecto S.
Acupunctatus.

Fragmentos de hojas de henequén se sometieron a una destilacién por arrastre con vapor y el destilado se
extrajo con diferentes solventes organicos. Se realizaron bioensayos de eleccion libre para determinar la actividad
atrayente de cada uno de los extractos obtenidos, hacia el insecto S. acupunctatus, utilizando grupos de insectos
separados por sexo, o bien tomados al azar. El analisis estadistico de estos tratamientos mostré que existian
diferencias significativas entre los diferentes extractos probados. Los extractos con mayor actividad atrayente se
analizaron por CG-EM pudiéndose identificar 5 compuestos en comun: 4-etil cumeno, p-metoxi-etil-benceno, 1-
metil-4-(1-metil etil)-ciclohexanol, p-menta-1,5-dien-8-ol y butirofenona. Considerando que estos compuestos estan
disponibles en forma comercial, se plantea la posibilidad de utilizarlos para lograr un control efectivo de esta plaga
en la zona henequenera.

Palabras Claves: Atrayentes de insectos, Henequén, Scyphophorus acupunctatus.

ABSTRACT

Scyphophorus acupunctatus Gyllenhal 1838 (Coleoptera: Curculionidae) is one of the most important pests of
cultivated agave, causing severe damage to the leaves of the plant. Yield losses up to 40% have been reported
due to this insect. Previous studies have shown the attractive effect of henequen leaves towards the insect S.
acupunctatus and the effective control of this pest using henequen leaves treated with common insecticides.
Therefore, this study was undertaken to identify the compounds responsible for the strong attraction towards the
insect S. acupunctatus.

Henequen leaves were steam distilled and subsequently extracted with different organic solvents. Free choice
bioassays were conducted to determine the attractive activity of each extract towards this insect, using groups of
insects separeted on the basis of their sex, or else, taken at random. Statistical analysis showed significant
differences among the different extracts tested. The five main compounds from the most active extracts determined
by GC-MS were: 4-ethyl cumene, p-metoxy-ethyl benzene, 1(methyl 4-(1-methyl ethyl) cyclohexanol, p-mentha-1,5-
dien-8-ol and butirofenone. Since these compounds are commercially available, it raises the possibility of using
them in the control of this pest.

Key Words: Attractants, Henequen, Scyphophorus acupunctatus.

157



Valdés-Rodriguez et al.: Respuestas de un curculionido a compuestos del henequén
INTRODUCCION

El henequén (Agave fourcroydes Lem.) representa una importante alternativa para el
aprovechamiento de suelos en zonas aridas y calcareas (Otero 1991). El henequén es una
especie de gran importancia socioecondmica en el Estado de Yucatan, México, donde se
cultiva para la obtencién de fibra dura. La fibra de henequén ha sido utilizada durante siglos
para la elaboracion de hamacas, cuerdas para fines agricolas, bolsas y tapetes (Peniche
1985). Actualmente, hay una gran cantidad de usos para el henequén, algunos de los cuales
son irremplazables, por lo que su futuro no corre un peligro inminente (Nelson 1998).

Hoy en dia se estima que la produccion de henequén es de aproximadamente 25,000
toneladas por afio (Eastmond et al. 2000). Sin embargo, afio con afo los rendimientos han
disminuido, debido entre otras causas a los serios problemas fitosanitarios que existen en
la zona henequenera (Quijano-Ramayo et al. 2002). El insecto Scyphophorus acupunctatus
Gyllenhal 1838 (Coleoptera: Curculionidae) conocido como “max” representa una de las
principales plagas que atacan al henequén (Halffter 1957). Los dafios que provocan en la
planta pueden ser de gran magnitud, desmeritando la cantidad y la calidad de la fibra. Sin
embargo, los dafios mas severos los causa en la parte central de la planta, produciendo
perforaciones profundas que afectan el crecimiento y turgencia de la planta. Se ha
documentado que esta plaga produce pérdidas hasta del 40% de la produccion en el Estado
de Yucatan (Ramirez-Choza 1978). Para el control de esta plaga se ha recurrido al uso de
insecticidas comunes, sin embargo, su control no ha sido exitoso debido a que las larvas
e insectos adultos se alojan en tejidos profundos, siendo poca o casi nula la cantidad de
insecticida que penetra hasta el sitio en que se alojan.

Como sabemos, las kairomonas son substancias volatiles de la planta hospedera, que
actuan interespecificamente con el insecto. Se han reportado diversas experiencias en
casos de atrayentes con Curculionidos, entre ellos resalta el caso de uno de los picudos de
la palma, perteneciente a la familia Rhyncophorinae (Coleoptera: Curculionidae)
(Rhynchophorus spp., Dynamis borassi), de los cuales, las hembras son atraidas por las
kairomonas de la planta y depositan entre 30 a 400 huevos en tejido dafiado de la palma,
tanto de la palma estresada como de la sana (Weissling & Giblin-Davis 1994). A medida que
el dafio producido por estos insectos se acumula, se genera la fermentacion y la mayor
produccion de volatiles, haciendo al hospedero mas apetitoso para otros insectos, aunque
se ha reportado también que algunos insectos prefieren el tejido fresco al fermentado
(Hagley 1965).

En el caso del henequén, hace algun tiempo se planted la posibilidad de controlar esta
plaga con el uso de atrayentes naturales, en combinacidn con insecticidas comerciales, ya
que se encontré que las hojas de henequén ejercian un importante efecto atrayente sobre
este insecto. Experimentos de campo mostraron que fragmentos de hojas tratadas con
insecticidas permitian un control efectivo de esta plaga, abatiendo considerablemente la
dosis de insecticida requerida (Ramirez-Choza 1978). Sin embargo, los altos niveles de
temperatura y humedad de la region en la que crecen estos agaves, producen una rapida
descomposicion del tejido, lo que limita esta posibilidad. Considerando lo anterior, en el
presente trabajo se planteo la identificacion de los compuestos que estan determinando la
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actividad atrayente de las hojas de henequén hacia este insecto, los cuales podran ser
usados sin que afecte la descomposicion del tejido.

MATERIALES Y METODOS

Las hojas de henequén y los cultivos de S. acupunctatus fueron proporcionadas por el
INIFAP-Yucatan. Los insectos se propagaron y mantuvieron en el laboratorio, utilizando
hojas de henequén. Los solventes utilizados fueron grado reactivo obtenidos de J.T.
Baker®.

Obtencidon de extractos de hojas de henequén: Las bases de las hojas de henequén se
cortaron en pequefios fragmentos y se sometieron a una destilacién por arrastre con vapor
a 35 °C. El destilado obtenido se extrajo con 400 ml de diferentes solventes organicos
(pentano, hexano, diclorometano y acetato de etilo) mantenidos a 4 °C. Estos extractos se
concentraron, reduciendo su volumen a 40 ml., en un sistema de destilacién provisto con
una trampa, conteniendo 8 ml del solvente correspondiente frio, obteniéndose un total de
21 extractos, los cuales se guardaron en refrigeracion para ser usados posteriormente.
Analisis por cromatografia de gases: Los extractos obtenidos se analizaron en un
cromatografo de gases marca Varian modelo 3700 provisto con una columna de FFAP-10%
en cromosorb w (d. i. 1/8”x 6 ft). El programa de temperatura empleado fue de 60 a 160° C,
calentando 4 °C/min. La temperatura del inyector fue de 200 °C, se utilizé un detector FID
a 200 °C con un flujo de nitrégeno de 25 ml/min.

Bioensayos: Con los 21 extractos obtenidos con los solventes organicos, 2 destilados y 3
fracciones acuosas obtenidas después de las extracciones, se realizaron bioensayos de
libre eleccién con insectos adultos de S. Acupunctatus. Para ello los 26 extractos fueron
agrupados en series de 3, por lo que se formaron 9 grupos. Cada grupo se probé 4 veces
poniendo cada vez 50 insectos en la siguiente forma: a) 50 machos, b) 50 hembras, c) 25
machos y 25 hembras y d) 50 insectos tomados al azar. Todos los insectos empleados
fueron de edad desconocida y se usé un grupo diferente de insectos en cada repeticion, de
tal manera que ningun insecto fue utilizado en mas de una ocasion por dia. Los insectos se
liberaban colocandolos en el centro de una charola de madera de 75 cm de diametro,
cubierta con suelo, la cual tenia en la periferia 4 discos para colocar las muestras de
manera equidistante. En cada disco se colocé un algodon impregnado con cada uno de los
extractos (0.5 ml) y como control se incluyé un algodén impregnado con el solvente
respectivo segun el caso. Estos ensayos se realizaron en la oscuridad y en todos los casos
se uso6 un disefio completamente al azar con 8 repeticiones (en tiempo), haciéndose en esta
forma 8 lecturas a intervalos de 10 minutos.

Analisis estadistico: Con los resultados obtenidos en los bioensayos se efectud un analisis
de varianza bifactorial. La comparacion de medias contra el testigo se realizé por el método
Student-Newman-Keuls, para la comparacion multiple de medias se realizé la prueba de
Tukey. Paratodo lo anterior se utilizaron programas del Paquete de disefios experimentales
(Olivares Saénz 1994) a una p < 0.05.

Analisis CG-EM: Los extractos que mostraron mayor actividad atrayente se analizaron,
utilizando un cromatografo de gases Hewlet Packard 5840-A, provisto con una columna
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capilar de 25 m SP 2100 Carbowax 20M desactivada, y acoplado a un espectrometro de
masas de resolucion normal, obteniendo los espectros a 70 eV.

RESULTADOS

Los compuestos volatiles presente en las hojas de henequén se obtuvieron mediante una
destilaciéon por arrastre con vapor a baja temperatura y se fraccionaron con el uso de
diferentes solventes organicos. Los diferentes extractos obtenidos se utilizaron en los
bioensayos de eleccion libre, para determinar el efecto atrayente que ejercian sobre
insectos adultos de S. acupunctatus, separados en grupos de diferente sexo (hembras,
machos, mixto [hembras y machos] y tomados al azar). De acuerdo a la prueba de ANOVA
se encontr6 un efecto altamente significativo en los extractos (F 4 7,4= 71.7; p< 0.01), en
el sexo de los grupos de insectos probados (F; ;.4 = 13.06; p< 0.01) y en la interaccion
extracto-sexo (F5 7,4 = 13.06; p< 0.01).

En la figura 1 se muestra el numero de insectos atraidos por los destilados D1y D2 que
representan las fracciones iniciales a partir de las cuales se realiz6 el fraccionamiento,
mostrando una alta actividad atrayente y reproducible.
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Figura 1
Numero de insectos atraidos por 2 de los destilados obtenidos por arrastre de vapor de las hojas de henequén.
D1y D2 corresponden a los destilados originales antes de realizar cualquier extraccion. D3, D4 y D5 corresponden
a las fracciones acuosas resultantes después de extraer con pentano, hexano y acetato de etilo respectivamente.
T corresponde al testigo de agua incluido en los bioensayos.
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Las fracciones acuosas resultantes después de la extraccidon con pentano y hexano
denominadas D3 y D4 respectivamente, no mostraron diferencias significativas con respecto
al testigo, de acuerdo a la prueba de Student-Newman-Keuls a una p> 0.05., mientras que
la fraccidon acuosa resultante después de la extraccion con acetato de etilo D5, atrajo un
numero significativo de insectos. Estos resultados sugieren que los solventes no polares
(pentano y hexano) permitieron una extraccion mas eficiente de los compuestos
responsables de la actividad atrayente.

En la figura 2 se muestra el numero de insectos atraidos por los extractos originales de:
pentano (P1), hexano obtenido a temperatura ambiente (H1), y a 4 °C (H2), diclorometano
(C3), y acetato de etilo obtenido a temperatura ambiente (A1) y a 4 °C (A2) encontrandose
entre estos diferencias significativas, de acuerdo a la prueba de Tukey (w=2.29, p < 0.05).
El extracto P1 atrajo mayor numero de insectos, después le siguié H2, no encontrandose
diferencias entre H1 y C3. Los extractos de acetato de etilo atrajeron menor numero de
insectos, incluso A2 no mostro diferencias significativa con el testigo.
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Figura 2
Numero de insectos atraidos por los extractos originales y concentrados. Los extractos originales se concentraron
por destilacion a presién reducida hasta un 10% del volumen original. P1 representa el extracto de pentano original
y P2 concentrado, H1 extracto original de hexano mantenido a temperatura ambiente H3 concentrado; H2 extracto
original de hexano mantenido a 4 °C y concentrado H4; extracto de diclorometano original C3 y concentrado C4;
extracto de acetato de etilo original mantenido a temperatura ambiente A1y concentrado A3; extracto de acetato
de etilo original mantenido a 4 °C A2 y concentrado A4.
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Como se describié en la metodologia, todos los extractos se concentraron al 90% de su
volumen original, por destilacion a presion reducida. Este tratamiento produjo cambios
importantes en su actividad atrayente como se muestra en la figura 2. Los extractos
concentrados de pentano (P2) y hexano (H3) redujeron significativamente su actividad
atrayente, mientras que los extractos concentrados de hexano (H4) y diclorometano (C4)
no mostraron diferencias significativas con respecto a los extractos sin concentrar. En
cambio, los extractos concentrados de acetato de etilo (A3 y A4) atrajeron mayor nimero
de insectos que los extractos respectivos sin concentrar.

En la figura 3 se muestra la actividad atrayente de los compuestos volatiles recuperados
en las trampas utilizadas al concentrar los diferentes extractos. En general estas fracciones
mostraron baja actividad atrayente. Las fracciones P3, H5 y C5 no mostraron diferencias
significativas con los testigo incluidos en los bioensayos de acuerdo al analisis de Student-
Newman-Keuls a una p< 0.05, mientras que H6 y A6 mostraron una actividad intermedia
estadisticamente significativa, destacando la actividad mostrada por A5.
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Figura 3
Numero de insectos atraidos por los compuestos volatiles recuperados en las trampas utilizadas al concentrar los
extractos originales de pentano (P3), hexano (H5 y H6), diclorometano (C5) y de acetato de etilo ( A5 y A6).

En lo que se refiere al sexo de los grupos de insectos probados el andlisis general de las
medias por el método de Tukey (w=0.652 a una p< 0.05) permitié establecer una diferencia
estadisticamente significativa cuando los extractos se probaron con el grupo mixtos de
insectos (25 hembras + 25 machos), no encontrandose diferencias significativas entre los
grupos de hembras, machos y de insectos tomados al azar. En el cuadro 1 se ilustra el
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efecto de la interaccion extracto x sexo mixto para 10 fracciones diferentes. De acuerdo con
la prueba de Tukey (w= 4.59 a una p < 0.05) la fraccion A5 mostré una mayor actividad
atrayente frente al grupo de insectos mixtos, no habiéndose encontrado diferencias entre
D1,P2,D2,H3 y C4.

Cuadro 1
Respuesta del grupo mixto de insectos a diferentes extractos

Extracto Numero de insectos
(grupo mixto)*

A5 21.88+4.61 A

D1 16.13+3.64 B

P2 15.00+2.33 B

D2 1463+2.88 B

A3 13.38+1.30 BC

C4 12.13 £4.26 Cc

C3 8.88 + 3.56 CDE
H6 8.88 £5.19 CDE
P1 8.88 +£2.38 DE
C1 7.50 £2.83 EF

* consté de 25 hembras y 25 machos
A,B,C,D,E,F indican diferencias estadisticamente
significativas

De acuerdo a los analisis anteriores, se seleccionaron los extractos P1, A5, H3y C4,y
se analizaron por cromatografia de gases bajo las condiciones antes descritas. En estas
fracciones se detecto la presencia de 7 componentes formando el aroma con actividad
atrayente, los cuales mostraron tiempos de retencion de 1.24, 1.48, 2.12, 2.48, 3.12, 4.24
y 6.36 min. La identificacion de cinco de estos componentes se realizo por espectrometria
de masas usando un sistema de CG-EM. Los espectros de masas obtenidos nos
permitieron identificar los siguientes compuestos: 4-etil cumeno m/z (%): [M*]148.24 (26.8);
133.21(100); 119.18 (24.1); 105.16 (65); 77.10 (19.2); p-metoxi-etil-benceno m/z (%) [M* ]
136.19 (31.3); 121.16 (100); 122.16 (9.2); 77.10 (8.2); 1-metil-4-(-1-metil etil) ciclohexanol
m/z (%): 123.22(24.8); 71.10(100); 55.10(45.3); 43.09(35.2), 41.07(46.9); p-menta-1,5-dien-
8-ol m/z (%): 94.15 (71.5); 79.13 (53.1); 59.09 (100); y butirofenona m/z (%): [M*] 148.2
(8.3); 120.19 (6.8); 105.11(100); 77.10(66.2); 27.11(20.3). Estos resultados se confirmaron
comparando los espectros obtenidos con los reportados en un banco de datos (NIST Mass
Spectral Search Program, 1997). Las estructuras de los compuestos identificados se
presentan en la figura 4. Debido a que estos compuestos se pueden obtener
comercialmente, se abre la posibilidad de probar diferentes mezclas de ellos, a fin de
determinar la composicién mas adecuada que produzca el mejor efecto atrayente sobre el
insecto. Con estos resultados se plantea una alternativa no contaminante para controlar de
manera mas eficiente a este importante insecto.
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Figura 4

Estructuras de los compuestos identificados por CG-EM, en los extractos de hojas de henequén con actividad
atrayente hacia el insecto adulto de Scyphophorus acupunctatus. El andlisis se llevé a cabo en un cromatégrafo
de gases Hewlet Packard 5840-A, provisto con una columna capilar de 25 m SP 2100 Carbowax 20M desactivada,
y acoplado a un espectrometro de masas de resolucion normal, obteniendo los espectros a 70 eV. (A) 4-etil-
cumeno, (B) p-metoxi- etil benceno, (C) 1-metil-4-(-1-metiletil) ciclohexanol, (D) p-menta-1,5,-dien-8-ol y (E)
butirofenona.

DISCUSION

Un atrayente es un compuesto o mezcla de compuestos volatiles que estimulan en un
insecto una respuesta de orientacion y locomocion a la fuente del atrayente (Renou &
Guerrero 2000). Gran parte de los atrayentes son mezclas complejas que constituyen un
aroma, en el que se requiere la presencia simultanea de los diferentes componentes, en
proporciones adecuadas para ser activos. El uso de atrayentes naturales de insectos,
representa una herramienta valiosa en el control bioldgico de plagas y dia a dia su uso se
difunde mas, debido a las ventajas que presenta, entre las cuales podemos mencionar su
inocuidad ecoldgica, debido a su alta especificidad, la cual evita la posibilidad de matar
insectos benéficos, su elevada eficiencia que permite el uso del atrayente en pequenas
cantidades, ya que los insectos los detectan en niveles cercanos a los moleculares, ademas
de que no crean resistencia, ni producen el tipo de contaminacion ambiental que genera el
uso inadecuado de insecticidas quimicos. Este tipo de atrayentes se usan en trampas en
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las que ademas del atrayente se adiciona una pequefa cantidad de insecticida para que el
insecto salga de donde se encuentre y vaya a la trampa donde morira. En lo que se refiere
al max, una de las principales plagas que afecta al henequén, el uso de atrayentes naturales
representa una alternativa en el control de esta plaga, ya que, como se mencion6
anteriormente, el uso de insecticidas comunes no es adecuado debido a que por la
profundidad en la que se aloja el insecto adulto y las larvas, éste no llega a hacerle efecto.

En el presente trabajo se obtuvieron extractos de hojas de henequén con actividad
atrayente hacia el insecto max (S. Acupunctatus).

El efecto atrayente de los extractos probados no mostré ser especifico del sexo del
insecto, ya que éste se manifestd independientemente del sexo de las poblaciones de
insectos usadas en los bioensayos.

Los extractos de hoja de henequén con mayor actividad atrayente se caracterizaron por
presentar 5 compuestos en comun, los cuales de acuerdo a sus espectros de fragmentacion
corresponden a: 4 etil cumeno, p-metoxi-etil-benceno, 1-metil-4-(-1-metiletil) ciclohexanol,
p-menta 1,5-dien-8-ol, y butirofenona.
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