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All life is linked together in such a way that no part of the
chain is unimportant. Frequently, upon the action of
some of these minute beings depends the material
success or failure of a great commonwealth.

John Henry Comstock
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Resumen

En Colombia, el cultivo de palma de aceite ha representado, desde 1960, uno de los cultivos
agroindustriales de mayor importancia debido a su gran productividad. Actualmente, el pais
es el cuarto productor de aceite de palma a nivel mundial, y el primero en América, con mas
de 550 mil hectareas de palma sembrada. Colombia cuenta con cuatro zonas palmeras, de las
cuales la zona oriental representa el 41% del total de hectareas sembradas. Tal como suele
suceder en el campo agricola, este cultivo, y principalmente el de la zona oriental, se ve
afectado por enfermedades y plagas, entre las cuales se encuentra el Strategus aloeus,
comunmente conocido como escarabajo torito. Considerando las serias repercusiones
economicas resultantes de la infestacion de los cultivos por este insecto, en el 2015 el ICA
declar6 esta especie como plaga de control oficial.

Una de las tacticas del Manejo Integrado de Plagas (MIP) consiste en el control etolégico a
través del uso de semioquimicos o compuestos organicos volatiles (VOCs) que acttian como
modificadores del comportamiento de la plaga. Para el S. aloeus, la feromona reportada por
Rochat et al. (2000) no ha sido efectiva en campo. Por lo tanto, persiste la necesidad de seguir
estudiando los semioquimicos de esta especie.

Este estudio se realiz6 con el objetivo de identificar los semioquimicos responsables de las
interacciones en el sistema hospedero-huésped, constituido por la palma de aceite (Elaeis
guineensis) y el insecto-plaga Strategus aloeus. Para tal fin, la investigaciéon cubrié las
siguientes etapas: extraccion de los volatiles liberados por la planta hospedera y por los
individuos machos de S. aloeus; separacién, andlisis e identificaciéon de los VOCs mediante
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas; y, validacién de algunos VOCs
mediante la evaluacién de la respuesta electrofisiolégica y comportamental de los insectos
frente a los compuestos identificados.

Mediante las extracciones por Headspace Micro Extraccion en Fase Sélida (HS-MEFS) y
Headspace Dindmico (HSD) se identificaron 45 VOCs liberados por la palma de aceite (E.
guineensis), alimento y hospedero natural del S. aloeus. Entre los cuales se identificaron la
2-butanona y la 3-pentanona, cetonas previamente reportadas por Rochat et al. (2000) como
constituyentes de la feromona del insecto, lo que indicé su participacién en la interaccién
interespecifica. Por medio de la extraccion directa con hexano de las glandulas, en los insectos
adultos de S. aloeus se identificaron el 2,4,7,9-tetrametil-5-decin-4,7-diol, el 4-metiloctanoato
de etilo y el acetato de sec-butilo como VOCs macho-especificos de esta especie. La respuesta
comportamental de insectos adultos de ambos sexos de S. aloeus frente a estos tres
compuestos, solos o en mezcla, demostré su atracciéon significativa, lo que sugiere su
participacion en la interaccidn intraespecifica, es decir, como feromona de la especie.

Los semioquimicos identificados en la interaccion Elaeis guineensis- Strategus aloeus
representan una alternativa para ser incorporados en el MIP de esta plaga en cultivos de palma

de aceite, por lo que se recomienda su evaluacién en campo.

Palabras clave: Semioquimicos; Elaeis guineensis Jacq.; Strategus aloeus; MIP.
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Abstract

The oil palm has been one of the most important agro-industrial crops in Colombia since 1960,
due to its high productivity. Currently, the country is the fourth largest palm oil producer in
the world, and the first in the Americas, with more than 550,000 hectares of plantations.
Colombia has four palm-growing zones, of which the eastern zone accounts for 41% of the
total planted area. As is often the case in the agricultural field, this crop, and mainly in the
eastern zone, is affected by diseases and pests, including the Strategus aloeus, commonly
known as the bull beetle. The serious economic repercussions resulting from S. aloeus
infestation led ICA, in 2015, to declare this species as subject to official control.

One of the tactics of Integrated Pest Management (IPM) consists of ethological control through
the use of semiochemicals or volatile organic compounds (VOCs) that act as pest behavior
modifiers. For S. aloeus, the pheromone reported by Rochat et al. (2000) has not been effective
in the field. Thus further study of the semiochemicals of this species is required.

This study was designed to identify the semiochemicals responsible for interactions in the oil
palm (Elaeis guineensis) host-host system with the pest insect Strategus aloeus. To this end,
the research covered the following stages: extraction of volatiles released by the host plant
and by male S. aloeus individuals; separation, analysis and identification of VOCs by gas
chromatography coupled with mass spectrometry; and, validation of some VOCs by evaluating
the electrophysiological and behavioral response of insects to the identified compounds.

In Headspace Solid Phase Micro Extraction (HS-SPME) and Dynamic Headspace (DHS)
extractions 45 VOCs released by oil palm (E. guineensis), a food source and natural host of S.
aloeus, were identified. Among them, 2-butanone and 3-pentanone, ketones previously
reported by Rochat et al. (2000) as constituents of the insect pheromone, were identified,
indicating their participation in the interspecific interaction. By direct hexane extraction from
glands, 2,4,7,9-tetramethyl-5-decyne-4,7-diol, ethyl 4-methyloctanoate and sec-butyl acetate
were identified as male-specific VOCs in adult S. aloeus insects. The behavioral response of
adult S. aloeus insects of both sexes to these three compounds alone or in mixture showed
their significant attraction, suggesting their involvement in intraspecific interaction, i.e., as a
pheromone specific to the specie.

The semiochemicals identified in the Elaeis guineensis-Strategus aloeus interaction constitute

an alternative for incorporation in the IPM of this pest in oil palm crops, hence their evaluation
in the field is recommended.

Keywords: Semiochemicals; Elaeis guineensis Jacq.; Strategus aloeus; IPM.
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Glosario y abreviaturas

Aleloquimico: Semioquimico mediante el cual organismos de una especie afectan el
crecimiento, salud, comportamiento o poblacién biolégica de organismos de una especie
diferente (excluyendo sustancias utilizadas uUnicamente como alimentos por la segunda
especie).l

Cairomona: Mensaje quimico transespecifico (aleloquimico) para el cual el beneficio
adaptativo recae sobre el receptor y no sobre el emisor.2

Conespecifico: Organismo miembro de la misma especie.
CAR: Carboxeno.
EM: Espectro de Masas.

Estipite: Estructura de soporte en plantas areciceas que puede comportarse como tallo o
tronco cuando este se encuentra ausente de ramificaciones laterales.3

Feromona: Semioquimico mediante el cual organismos de una especie afectan el crecimiento,
salud, comportamiento o poblacién biolégica de organismos de la misma especie.2

GC: Cromatografia de gases, Gas Chromatography, por sus siglas en inglés.

GC-MS: Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas, Gas Chromatography-
Mass Spectrometry, por sus siglas en inglés.

DVB: Divinilbenceno.

Headspace: Técnica analitica que permite determinar de manera indirecta el perfil volatil de
muestras liquidas y sélidas mediante el andlisis de la fase de vapor encontrada en el espacio
de cabeza en equilibrio termodindmico con la muestra de estudio.*

HSD: Headspace o espacio de cabeza dinamico.
HS-MEFS: Headspace Micro-Extraccion en Fase Soélida.
IE: Ionizacidn Electrénica.

IR: Indice de Retencién.

IR exp.: Indice de Retencién experimental.

IR ji.: Indice de Retencién de literatura.
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Infestacion: Invasion de un organismo vivo por agentes u organismos parasitos externos o
internos que causa estragos y molestias en los campos cultivados.5

Meristemo: Tejido vegetal joven o embrionario y poco diferenciado -constituido por células
pequeiias en continua division- responsable del crecimiento vegetal y dando origen a otros
tejidos y érganos especializados.56

MIP: Manejo Integrado de Plagas. Sistema de ayuda en la toma de decisiones para seleccionar
y usar tacticas de control de plagas, solas o coordinadas con armonia, basadas en un analisis
costo-beneficio, con el fin de manejar las poblaciones de plagas.”

ND: No detectado.
PDMS: Polidimetilsiloxano.

Plaga: Cualquier especie, raza, biotipo vegetal o animal, o agente patégeno dafiino para las
plantas o productos vegetales.8

Semioquimico: Compuesto quimico involucrado en la interacciéon quimica entre organismos
individuales.?

Std: Estandar, Standard, por sus siglas en inglés.

VOCs: Compuestos organicos volatiles, Volatile Organic Compounds, por sus siglas en inglés.
Compuestos de bajo peso molecular y alta presion de vapor a temperatura ambiente.10



Introduccion

La investigacidn en ecologia quimica puede permitir que esta area del conocimiento,
multidisciplinaria, avance manteniendo el equilibrio entre la ciencia basica -mediante la
generacién de informacién sobre los mecanismos de relacién quimica entre los organismos
inter e intraespecificos- y las ciencias aplicadas, para fines de un manejo de los recursos
bidticos mas adecuado y menos dafiino para el ambiente.!!

Desde 1960, 1a palma de aceite ha representado uno de los cultivos agroindustriales nacionales
de mayor importancia en Colombia, ocupando territorios previamente utilizados en otro tipo
de cultivos. Actualmente, Colombia es el cuarto productor de aceite de palma en el mundo y el
primero en América. A nivel nacional este cultivo representa un sector significativo para la
economia y para la sociedad colombiana.!?-1* Uno de los principales retos que enfrenta el
sector palmero mundial estd asociado con la presencia de varias enfermedades y plagas. En
Colombia, el cultivo de palma de aceite se ve ampliamente afectado por distintas enfermedades
y por insectos plaga tales como el escarabajo rinoceronte Strategus aloeus.!>16 El cultivo
extensivo de la palma de aceite implica, por razones econdémicas, tecnolédgicas y de sanidad,
que se acuda a procedimientos de renovacion de las plantaciones. Dichos procesos generan
acumulacién de desechos de estipites de palmas enfermas o en estado avanzado de edad, lo
cual favorece la aparicién de enfermedades y genera, ademas, la proliferacidn del insecto-plaga
Strategus aloeus. El dafio generado por el escarabajo rinoceronte, S. aloeus, es generalmente
ocasionado en las noches por individuos machos. Inicialmente, estos individuos perforan
verticalmente el suelo que circunda al bulbo del estipite de palmas jovenes, no mayores de 2-
4 afios, y construyen una galeria; enseguida, proceden a hacer una perforacion lateral hasta
penetrar el bulbo de la palma de aceite y alcanzar el meristemo.!” Las palmas afectadas son
entonces susceptibles a volcamientos y pudriciones debidas a las heridas dejadas por el insecto
o incluso morir como consecuencia de la destruccién total o parcial del sistema radical y del
meristemo del bulbo.16.1819

Con el fin de controlar y manejar la plaga de S. aloeus, se ha implementado un manejo integrado
que comprende estrategias de control bioldgico, quimico y cultural.l620 Sin embargo, la
practica de control mas utilizada consiste en la aplicaciéon de insecticidas en las galerias, en
ocasiones diluidos con agua y jabon, con el fin de reducir su dosis.2! No obstante, el uso de
insecticidas implica un amplio rango de efectos negativos. Por ejemplo, a nivel ambiental, estos
compuestos quimicos contribuyen a la contaminacién del agua, el suelo y el aire; en la flora,
aumentan la fitotoxicidad y pueden generar cambios fisiolégicos; en la fauna, pueden resultar
en problemas fisiol6gicos como infertilidad e incrementar la mortalidad de distintas especies
silvestres, insectos benéficos, polinizadores, predadores y parasitos, e incluso pueden
propiciar el desarrollo de resistencia de las plagas; finalmente, en seres humanos, pueden
incrementar problemas de salud segin su toxicidad.2223



2 Introduccion

Considerando lo anterior, se ha visto la necesidad de investigar en el desarrollo de estrategias
alternativas en el MIP del S. aloeus. Entre las alternativas para tal fin, se encuentra el control
etologico, el cual busca poner en juego la conducta instintiva de los insectos plaga y la
comunicacion tanto entre individuos conespecificos, como con su entorno, para lograr una
manipulaciéon del comportamiento y regulacion de poblaciones. El uso de semioquimicos que
median la interaccién entre organismos representa un mecanismo especifico y, por ende,
reviste gran importancia en el control etoldgico.2425

Con el fin de proporcionar una estrategia complementaria y alternativa a las usadas para el
manejo y control de Strategus aloeus, el Centro de Investigacidn en Palma de Aceite
(Cenipalma) de Colombia, conjuntamente con la Unidad de Fitofarmacia & Mediadores
Quimicos (INRA), el Centro de Cooperacion Internacional en Investigaciéon Agrondémica para el
Desarrollo (CIRAD), de Francia, y el Instituto de Investigacién de Cocoa y Coco, de Nueva
Guinea, en el ano 2000, llevaron a cabo la identificacion de los componentes de la feromona de
agregacion del Strategus aloeus. En esta, Rochat et al. (2000) reportaron tres compuestos
organicos altamente volatiles como constituyentes de la feromona de agregacién macho
especifica de S. aloeus,?¢ pero desafortunadamente estos compuestos no produjeron en campo
el fendmeno de agregacidon esperado.?’” Lo que condujo al planteamiento de la siguiente
pregunta de investigacion: ;Existen otros semioquimicos del insecto-plaga que no fueron
identificados en la investigacion anteriormente mencionada?.

Para dar respuesta a la pregunta de investigacion, se planteé como objetivo identificar las
sefiales quimicas producidas por el escarabajo-plaga Strategus aloeus y la palma de aceite
Elaeis guineensis Jacq. que sirvieran como base en una propuesta para el manejo integrado de
este insecto. El cumplimiento de este objetivo implicé la identificaciéon de los compuestos
organicos volatiles que podrian mediar las interacciones entre la planta y el insecto, asi como
la evaluacion de la respuesta de los insectos frente a los compuestos identificados bajo
condiciones de laboratorio.

Para facilidad de lectura y comprension, este documento se presenta de la siguiente manera.
Para comenzar, en el capitulo 1 se dan a conocer los conceptos generales involucrados en la
ecologia quimica del S. aloeus y el cultivo de la palma de aceite E. guineensis. En los dos
capitulos siguientes, se presenta la identificacién de los compuestos organicos volatiles (VOCs,
Volatile Organic Compounds, por sus siglas en inglés) de la palma de aceite y del S. aloeus,
respectivamente. En el capitulo 4, se describe la evaluacion de las respuestas
electrofisiolégicas y de comportamiento del S. aloeus frente a algunos de los compuestos
identificados en los capitulos previos. Finalmente, se proponen unas conclusiones generales y
las perspectivas que surgen de los resultados obtenidos a lo largo del desarrollo de la
investigacidn.

Esta tesis de maestria se encuentra enmarcada dentro de un proyecto interinstitucional
liderado por la Universidad Antonio Narifio y fue realizada con el apoyo financiero de las
siguientes entidades: el Centro de Investigaciéon en Palma de Aceite (Cenipalma), el Fondo de
Fomento Palmero de Fedepalma, la Vicerrectoria de Ciencia, Tecnologia e Innovacién de la
Universidad Antonio Narifio, y la Direccion de Investigacién de la Sede Bogotd de la
Universidad Nacional de Colombia.



1. Estado del arte

En este primer capitulo se presenta una revisién bibliografica de los conceptos basicos
necesarios para el desarrollo de la investigacidn.

Para comenzar, se explican, definen y ejemplifican los tipos de interacciones ecolédgicas inter e
intraespecificas mediadas por semioquimicos. De otra parte, se describe como se realiza el
estudio quimico de estos compuestos organicos volatiles y su uso potencial en el manejo
integrado de plagas.

Asimismo, teniendo en cuenta que el sistema objeto de investigacion corresponde a la palma
de aceite Elaeis guineensis y al escarabajo rinoceronte Strategus aloeus, se presentan algunas
caracteristicas fisioldgicas y agrondémicas del cultivo, al igual que caracteristicas biolégicas y
ecoldgicas del insecto-plaga.

1.1 Los semioquimicos - Generalidades

Los insectos viven en un mundo de olores.28 Su percepcion de las sefiales quimicas emitidas
por el entorno biético y abidtico es principalmente olfativa. Gracias a ello pueden interactuar
con el entorno y optimizar su supervivencia encontrando hospederos, fuentes de alimento y
apareamiento, o evadiendo predadores.?

Las sefiales quimicas responsables de las interacciones ecolégicas entre organismos de la
misma especie o de especies distintas, se denominan semioquimicos o infoquimicos.%29

Los semioquimicos liberados al medio ambiente por un emisor pueden encontrar el epitelio
olfativo del receptor, enlazarse con proteinas especificas de unién a odorantes (OBPs, Odorant
Binding Proteins, por sus siglas en inglés), desencadenar una sefial eléctrica, la cual es
transducida al sistema nervioso central en donde se activa la percepcion del estimulo inicial y,
finalmente, generar un cambio en el comportamiento o en la fisiologia del receptor.283031

La terminologia actual de semioquimicos utiliza dos criterios principales:29.32

i) Si el organismo que es el origen del compuesto (emisor) y el receptor son
conespecificos o no; y,
ii) Sies el emisor, el receptor o ambos quienes se beneficien de la interaccién que esta

mediada por el compuesto.

Existen diferentes clases de semioquimicos basados en los anteriores criterios (Figura 1-1).
De acuerdo con el primer criterio, los semioquimicos se denominan feromonas cuando la
sustancia quimica liberada por un individuo origina en otro de la misma especie un cambio en
su fisiologia, biologia o comportamiento.2433 Cuando la sustancia media la comunicacién entre
individuos de distinta especie, se denominan aleloquimicos.! Segtn el segundo criterio, el
grupo de aleloquimicos se divide a suvez en alomonas, cairomonas y sinomonas, dependiendo
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de si el beneficiario de la interaccion es el emisor, el receptor o ambos.122934 Por su parte, las
feromonas también se dividen segtin su funcién y el efecto generado: feromonas de agregacion,
de alarma, disuasorias de la oviposicién, de reconocimiento del hospedero, de rastro, sexuales,
de reclutamiento y jerarquizacién.3s

Semioquimicos / Infoquimicos

Aleloquimicos
w ~ %
Cairomonas Alomonas Sinomonas

s—spe N _Fr N e

E:Emisor R:Receptor
¥ :Beneficiado

Feromonas
-
Agregacion Jerarquizacién
Rastro Disuasorias de la
Alarma oviposicion

Sexuales  Reclutamientg
Etc.

Figura 1-1. Estructura de la terminologia actual de los tipos de semioquimicos. Adaptado de Dicke et al.
(1988). En azul las clases de semioquimicos diferenciadas por el criterio de su origen y en verde por el
beneficiario de la comunicacién.

Es comuin que un mismo agente quimico pueda tener diferentes funciones en dos o mas tipos
de interacciones entre distintos organismos.»22%36 Por ejemplo, una sustancia quimica puede
actuar entre dos organismos conespecificos como feromona y entre uno de estos organismos
y un tercero de otra especie como aleloquimico.37-39

En ecologia quimica, el estudio de semioquimicos y su participacién en las interacciones
intraespecificas -actuando como feromonas- o en interacciones interespecificas -actuando
como aleloquimicos- constituye uno de los campos de investigacién de mayor desarrollo e
interés tanto en la conservacién ambiental como en el control de plagas.+

Para el 2021, a través de la base de datos Scopus, se evidencié que del total de publicaciones
cientificas relacionadas con semioquimicos y con ecologia quimica, el 47% esta relacionado
con la agricultura, campo para el cual se desarrolla la presente investigacién.*!

1.2 Etapas del estudio de semioquimicos

El estudio de semioquimicos se puede delimitar a través de distintos pasos experimentales
(Figura 1-2). Después de obtener evidencia de una interacciéon ecoldgica mediada por
semioquimicos, las siguientes etapas principales para el estudio de estos VOCs -resaltadas en
el diagrama- incluyen su muestreo, identificaciéon y validacién como mediadores de la
comunicacion entre organismos.
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Figura 1-2. Diagrama de flujo del enfoque convencional de ecologia quimica. Adaptado de Barbosa et
al. (2019).

por semioquimicos

Cabe recordar que las metodologias y condiciones para cada una de estas etapas se plantean
de acuerdo con la pregunta de investigacién que se pretende responder. Asi, en esta seccion se
presenta una breve revision de los métodos empleados en la presente investigacién para la
extraccidn, separacién, andlisis e identificacion de los VOCs procedentes de organismos
vegetales y animales.

1.2.1 Muestreo de VOCs

La toma de muestras de los compuestos organicos volatiles (VOCs) que actiian como
semioquimicos puede realizarse mediante dos tipos de técnicas analiticas de muestreo
dependiendo de las caracteristicas quimicas y fisicas (composicion, volatilidad, estabilidad,
polaridad, etc.) y de los sistemas a evaluar (tipo de semioquimico, especie y cantidad de
muestra): la captura o atrapamiento de aire o espacio de cabeza, y la extracciéon (que por lo
general emplea solventes).*2

Debido a la dificultad que representa la alta volatilidad de los semioquimicos y la baja
concentracion en la cual son liberados, se emplean técnicas para su recoleccidn in situ dentro
de las cuales esta el headspace o espacio de cabeza. Estas corresponden a extracciones no
destructivas que pueden ser estaticas o dinamicas y permiten evidenciar un perfil volatil mas
real de los medios ambientes aéreos circundantes de los sistemas ecolégicos de estudio
durante un periodo de tiempo definido.*344

Cabe aclarar que el espacio de cabeza o headspace corresponde al vapor sobre una fase
condensada que rodea un organismo y contiene los volatiles liberados por este.*s Asi, el
principio basico de la captura de VOCs por headspace consiste en confinar el organismo de
estudio, o parte de este, dentro de un recipiente o bolsa especial y capturar los VOCs liberados
sobre materiales sorbentes (por ejemplo, polimeros porosos, fibras poliméricas activas o
materiales recubiertos) de manera pasiva o dinamica. Una vez recolectados, dichos
compuestos son desorbidos mediante disolventes organicos o protocolos térmicos. Estas
técnicas de muestreo de semioquimicos permiten la obtencién de extractos con bajos niveles
de contaminantes, lo cual representa una gran ventaja.

A continuacién se describen tres técnicas empleadas para el muestreo de los VOCs: Headspace-
Micro Extraccion en Fase Solida (HS-MEFS), Headspace Dinamico (HSD) y extraccion asistida
con solvente (SAE).
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* Headspace-Micro Extraccion en Fase Solida (HS-MEFS)

La extracciéon por HS-MEFS corresponde a una de las variantes utilizadas para la captura de
VOCs en el espacio de cabeza de manera pasiva (Figura 1-3). Para esta técnica suelen utilizarse
fibras inertes recubiertas de distintos tipos poliméricos de adsorbentes.

4= Holder

Espacio Eibra
de cabeza’
Muestra de

origen natural

Figura 1-3. Montaje empleado para la recoleccion de VOCs por Headspace- Micro Extraccion en Fase
So6lida (HS-MEFS).

Al ser una técnica de muestreo estdtica, se requiere un equilibrio entre el espacio de cabeza y
el material adsorbente. Asi, los metabolitos volatiles presentes en la fase de vapor se acumulan
de manera pasiva en el material, por adsorcidn, de acuerdo con las afinidades entre el material
y el analito.

La fibra polimérica se encuentra contenida dentro de la aguja de una jeringa modificada y los
volatiles son capturados al exponer la fibra en el espacio de cabeza y esperar que se alcance el
equilibrio mencionado. Posteriormente, la fibra es retraida y analizada directamente en el
cromatografo de gases por desorcidn térmica de los metabolitos inicialmente adsorbidos. En
consecuencia, se trata de una técnica de extraccion libre de solvente, lo cual elimina las
interferencias inherentes de los solventes que pueden intervenir en el andlisis de
semioquimicos (impurezas de los solventes, pérdida de muestra, y coelucion y
enmascaramiento entre solvente y analitos).

La HS-MEFS constituye un método rapido y util para la captura de VOCs que se encuentran a
muy bajas concentraciones (del orden de los ppb). Ha sido empleada para el estudio de
diferentes tipos de muestras: alimentos en diferentes condiciones, aire, suelo, aguas,
materiales, organismos y sistemas bioldgicos; empleando plantas completas, flores, raices,
tejidos e insectos vivos o sus secreciones.25434546

Aunque existen reportes de andlisis cuantitativos empleando HS-MEFS, debido a la dificultad
de reproducibilidad que se ha evidenciado para esta técnica en sistemas biolégicos, la HS-MEFS
se realiza principalmente con fines cualitativos.*’
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A pesar de las ventajas propias de esta técnica de recolecciéon de VOCs libre de solventes, el
principal inconveniente es que en el headspace estatico se puede acumular humedad y, al
tratarse de un sistema cerrado, ver aumentada la temperatura. Estas condiciones pueden
interferir con los procesos fisiol6gicos normales y afectar la emision de volatiles, y la adsorcion
o saturacion de la fibra.*8

* Headspace dinamico (HSD)

La extraccion mediante headspace dinamico (HSD, Figura 1-4) es la técnica mas empleada
para el analisis de volatiles de plantas o parte de estas, sanas o atacadas por insectos.49-52

Flujo de aire

Flujo de aire ﬂ

Material adsorbente
{ —

\ ['_'l - Muestra de
\D:[r I _/ origen natural

Figura 1-4. Montaje empleado para la recoleccién de VOCs por headspace dindmico (HSD).

En HSD, el flujo de aire continuo que pasa a través del recipiente -en el cual se encuentra
contenida la muestra de estudio- ayuda a extraer y concentrar los VOCs en la fase adsorbente
empacada ya que los metabolitos volatiles son arrastrados y dirigidos hacia ella, y el espacio
de cabeza de la muestra aumenta al tratarse de un sistema dinamico. Este flujo de aire
transportador de volatiles puede conseguirse utilizando una bomba de vacio y/o un
compresor, que va a empujar o succionar el aire del sistema.*3 Es importante asegurarse de
que el aire que se inserta en las caAmaras de headspace esté limpio para evitar interferencias de
impurezas en los posteriores pasos analiticos de separacion, analisis e identificacion de los
extractos.

Por lo general, los volatiles capturados en el material adsorbente se eluyen posteriormente
utilizando disolventes organicos de baja polaridad. Esta desorcién de VOCs con solventes, tiene
como principal ventaja la posibilidad de almacenar los VOCs disueltos para andlisis
posteriores, empleo en bioensayos, y mezcla para aumentar las concentraciones. Sin embargo,
presenta los inconvenientes que conlleva el uso de solventes, tal como se mencion6
previamente.

= Extraccidn asistida con solventes (SAE)

La extraccion asistida con solventes (SAE, Solvent-Assisted Extraction, por sus siglas en inglés)
constituye una forma practica y rapida de obtener los semioquimicos volatiles de organismos
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que poseen glandulas o reservorios especializados para su almacenamiento y/o produccidn.
Las feromonas de insectos, por lo general, han sido aisladas mediante extracciones asistidas
con solventes empleando bien sea insectos completos o secciones de estos. Entre mayor
conocimiento haya sobre la morfologia del insecto y sobre el tipo de semioquimico esperado,
se puede llevar a cabo una extracciéon con mayor selectividad y menor contenido de impurezas.

El principio basico de los métodos de extraccion con solvente consiste en poner en contacto el
material bioldgico de interés con un solvente organico que extraera los compuestos organicos
contenidos en la muestra. El método SAE empleado con mayor frecuencia es la extraccion
solido-liquido, o maceracion, en el cual el disolvente penetra la matriz del material biologico y
disuelve los metabolitos de acuerdo con las caracteristicas de solubilidad de los compuestos y
los solventes implicados.53-5¢6 La efectividad de la extraccién depende en gran parte de la
seleccion del solvente organico. Para los VOCs, los solventes que suelen emplearse
corresponden a solventes organicos de baja polaridad como el hexano y el pentano o el éter
etilico y el diclorometano de mayor polaridad. El empleo de estos solventes organicos de alta
volatilidad permite la concentracién de los extractos a bajas temperaturas.s?

La SAE presenta varias desventajas tales como la degradaciéon de los metabolitos y la
coextraccion de impurezas no volatiles que hacen que los extractos sean mas complejos.
Adicionalmente, aunque las feromonas producidas por insectos se han aislado con mayor
frecuencia mediante la extraccion de insectos enteros o de sus glandulas, se ha reportado que,
en ciertos insectos, por un lado, los semioquimicos son producidos y liberados
inmediatamente y pueden no tener glandulas que los contengan o, por otro lado, dichas
glandulas contienen precursores o inhibidores de los semioquimicos de interés. De ahi que lo
anterior pueda dificultar el aislamiento y la purificacién de los compuestos quimicos activos.58

1.2.2 Identificacion de VOCs

Una vez realizado el muestreo de volatiles, la siguiente etapa principal en el estudio de
semioquimicos es su identificacion mediante técnicas analiticas. Para lograr la identificacién
de los VOCs contenidos en los extractos obtenidos es necesario llevar a cabo los siguientes
procesos: separacion, analisis y deteccidn.

Por tratarse de extractos complejos con compuestos organicos volatiles de distintas
caracteristicas, la técnica analitica de separacién y andlisis empleada es la cromatografia de
gases (GC, Gas Chromatography, por sus siglas en inglés) equipada con fases estacionarias de
distinta polaridad.** La GC es la técnica mas utilizada debido a su gran sensibilidad, robustez,
reproducibilidad y versatilidad.> En esta técnica, la separacion de los metabolitos volatiles se
da por la afinidad especifica que existe entre el analito y el material interno de la columna y
este proceso es optimizado mediante el control de la temperatura del sistema de andlisis. Por
lo general, al ser sistemas para los cuales el rango de VOCs puede ser variado, para tener un
analisis mas completo y proponer una identificacién mas veraz, se recomienda realizar el
analisis de los extractos utilizando columnas apolares o de baja polaridad (DB-1, DB-5, etc.) y
de alta polaridad (Carbowax, DB-Wax, etc.).

Después de que los constituyentes volatiles del extracto son separados por GC, estos son
detectados y analizados. Para su deteccidn la cromatografia de gases puede ser acoplada a
distintos tipos de detectores. La seleccion del detector depende de la pregunta de investigacion
que se pretende responder, del tipo de muestras de estudio, de las propiedades fisicas y
quimicas de los analitos de interés, y de la disponibilidad de equipos con la que se cuente. Los
detectores de mayor utilidad en este tipo de estudios son el detector de espectrometria de
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masas (MSD, Mass Spectrometry Detector, por sus siglas en inglés), para andlisis cualitativo, ya
que proporciona informaciéon estructural,> el detector por ionizaciéon en llama (FID, Flame
Ionization Detector, por sus siglas en inglés), para analisis cuantitativo,?> y el detector de
electroantenografia (EAD, ElectroAntenography Detector, por sus siglas en inglés), para la
deteccidon de compuestos bioldgicamente activos.57.60

En GC-MS existen dos estrategias fundamentales para la identificacién de compuestos por
espectrometria de masas. La primera corresponde al uso de patrones. Sin embargo, no siempre
todos los patrones son accesibles o se encuentran disponibles. Otra etapa general para la
identificacion en GC-MS es la combinacion de varios parametros experimentales, a saber, los
indices de retenciéon (IR), en conjunto con espectros de masas experimentales y su
comparacion con aquellos de las bases de datos. Es altamente recomendable que los indices de
retencion sean obtenidos en columnas de polaridad ortogonal (polar y apolar) para alcanzar
la identificacidn estructural de componentes en la mezcla. Con las estrategias anteriores, la
identificacion puede ser tentativa o preliminar, y confirmatoria. La confirmacion
(identificacion inequivoca) requiere, en muchos casos, el uso de un estandar comercial o
sintetizado.61

1.2.3 Evaluacion de la respuesta de los insectos frente a los VOCs

En las investigaciones de ecologia quimica, una de las etapas criticas es la validacién de los
semioquimicos identificados quimicamente a partir de los compuestos organicos volatiles
extraidos de los insectos de las especies de estudio. Asi, al demostrar la actividad bioldgica de
dichos VOCs mediante la evaluacidn de la respuesta de comportamiento de los insectos frente
a los compuestos promisorios, se puede validar la identificacién de estos como semioquimicos
de la especie.

En la mayoria de los insectos, la percepcion a través del olfato o quimiorecepcién, es uno de
principales procesos de comunicacién con su entorno, debido a que estd directamente
relacionada con patrones de comportamiento vitales como la alimentacion, la cépula y la
oviposicion.62-64¢ De hecho, los insectos estan equipados con distintos tipos de receptores
sensoriales en las antenas, tales como las neuronas receptoras olfativas (NROs), que les
permiten recibir y percibir los estimulos de su entorno. Se ha reportado que afidos,
lepidopteros y coledpteros fitofagos poseen un equipamiento completo de receptores olfativos
mediante los cuales detectan los volatiles provenientes de las plantas y asi son atraidos hacia
ellas.®s

Existen distintos tipos y disefios de bioensayos que, poniendo en juego la sensible y selectiva
percepcidn olfativa de los insectos, permiten estudiar, evaluar y medir la actividad biolégica
de los potenciales semioquimicos. Los principales tipos de bioensayos reportados se basan en
respuestas conductuales de los organismos completos o en respuestas fisioldgicas de 6rganos
o de estructuras aisladas.*>

En el caso de la evaluacion de las respuestas fisiologicas de estructuras olfativas frente a los
diferentes estimulos a evaluar, la principal técnica empleada es la electroantenografia (EAG)
descrita por primera vez en 1957. Para esta técnica se tiene en cuenta la habilidad de las
antenas para producir potenciales eléctricos al ser estimuladas con VOCs.66 A través de dos
electrodos conectados a un érgano olfatorio recién extirpado, cabeza o incluso al individuo
completo, se detecta y mide una diferencia de potencial eléctrico, la cual produce una corriente
y se genera un electroantenograma.6’ Esta técnica ha sido empleada desde 1980 para detectar
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compuestos provenientes de plantas hacia polinizadores, plagas y parasitoides, identificar
constituyentes de feromonas en extractos complejos, medir y comparar las respuestas
olfativas de insectos frente a distintos extractos y compuestos puros, y para determinar y
caracterizar curvas de dosis-respuesta.+

Cuando la EAG es instrumentalizada como técnica de deteccién y acoplada como segundo
detector a técnicas de separacion de compuestos organicos volatiles como la cromatografia de
gases (GC-FID/EAD y GC-MS/EAD), se puede alcanzar un reconocimiento en tiempo real de los
picos cromatograficos que generan una respuesta olfativa en extractos complejos.68

Por todo lo anterior, la EAG es considerada como una herramienta fundamental y de gran
utilidad para evidenciar que un VOC es detectado por el insecto. Sin embargo, que un VOC sea
detectado por un insecto y genere en él una respuesta olfativa, no implica que este tenga un
efecto comportamental en los individuos. Asi, la EAG no proporciona informacidn concreta del
tipo de efecto comportamental que el compuesto evaluado puede llegar a producir en un
insecto vivo.

Existen otro tipo de bioensayos en laboratorio que permiten evaluar las respuestas
conductuales de los organismos vivos, y medir -mediante el uso de olfatémetros y tineles de
viento- la atraccion de los insectos hacia las fuentes de olor y la capacidad de percepcién de los
animales a diferentes VOCs dispersos en el aire.®® Los bioensayos comportamentales son
fundamentales para la identificacion de compuestos biolégicamente activos, y permiten
determinar el tipo de respuesta que genera un VOC puro, disuelto o en mezcla, frente a las
especies de estudio.

Se ha reportado una gran adaptabilidad y diversidad de disefios para los experimentos de
evaluacién comportamental con variaciones en los métodos de liberacion de los VOCs, formas
de minimizacién de la interferencia de otros factores que puedan alterar y sugestionar la
respuesta de los insectos y cantidad de fuentes de olor. Las configuraciones mas comunes para
este tipo de bioensayos son los tuneles de viento y los olfatdmetros de una, dos o mas vias.*

Los olfatometros de dos vias, también conocidos como olfatémetros en “Y” o en “T”, son las
configuraciones mas populares utilizadas en ecologia quimica para evaluar los efectos tanto
atractivos como repulsivos. Consisten en dos reservorios independientes que estan
conectados a un punto convergente. Uno de los reservorios contiene el VOC a evaluar puro, en
mezcla o en solucidn, y el otro el control. Antes del punto convergente se coloca el insecto para
que elija entre las dos fuentes.

A pesar de que la evaluacién y validacién de la bioactividad de los VOCs liberados por
hospederos y/o conespecificos puede ser llevada a cabo mediante distintos tipos y disefios de
bioensayos en laboratorio, es imperativo llevar a cabo pruebas de atracciéon en campo que
presentan un panorama real del habitat de las especies.

1.3 Los semioquimicos en el control etoldgico del Manejo
Integrado de Plagas

Debido al uso excesivo e indiscriminado de pesticidas quimicos una vez terminada la Segunda
Guerra Mundial, sus efectos nocivos, como por ejemplo el aumento de insectos resistentes a
pesticidas y dafios al medio ambiente, se hizo cada vez mas visible la necesidad de un manejo
de plagas diferente, combinando varias estrategias.’® Actualmente el Manejo Integrado de
Plagas (MIP) se define como "[..] un proceso basado en decisiones, que involucra el uso
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coordinado de multiples tdcticas para optimizar de buena manera ecolégica y econémica el
control de todas las clases de plagas (insectos, patégenos, malezas, vertebrados).”’! (traducido
de Prokopy R], 2003)

Entre las distintas tacticas empleadas en el MIP, se encuentran, entre otras, el control quimico,
el control etolégico, el control biolédgico, el control cultural, el control fitogenético y el control
fisico-mecanico, que pueden ser agrupados en tres enfoques fundamentales para el MIP

(Figura 1-5).
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Figura 1-5. T4cticas de control consideradas como componentes de un programa de Manejo Integrado
de Plagas (MIP). Adaptado de Barrera et al. (2008).

En la basqueda de un MIP eficiente y eficaz, los investigadores tienen a su disposicién valiosos
conocimientos y hallazgos de la ciencia. La etologia, por ejemplo, es una rama de la ciencia que
consiste en el estudio del comportamiento de los animales. Y el control etolégico corresponde
ala utilizacién de métodos que aprovechan los despliegues comportamentales de los animales.
Por su parte, como se seflald anteriormente, los semioquimicos son sustancias que pueden ser
modificadoras de la fisiologia, morfologia y comportamiento de los organismos. En
consecuencia, los semioquimicos son la principal herramienta en el control etolégico debido a
que esta tactica busca poner en juego la conducta instintiva de los insectos-plaga y la
comunicacion tanto entre individuos conespecificos, como con su entorno. Lo anterior con el
fin de lograr una manipulacién del comportamiento, una regulacién y un monitoreo de
poblaciones.

Desde el punto de vista practico, las aplicaciones del control etolégico implican bien sea el uso
de estimulos visuales como fuentes de luz, o estimulos quimicos mediante el uso de
semioquimicos en trampas. De hecho, la ecologia quimica ha desempefiado un papel
primordial en el desarrollo de estrategias sustentables para el manejo de plagas por medio de
la identificacion y sintesis de sus feromonas.’?-74 Estas, solas o en conjunto con sustancias
atrayentes, han sido ampliamente utilizadas en el MIP para el monitoreo de las poblaciones o
como control directo de estas mediante el trampeo masivo, interrupcién de la copula y
atrayentes o repelentes con enfoques de Attract-and-kill y Push, Pull, and Push-Pull , ya que
presentan la ventaja de ser especie-especificas.’3-75 Por un lado, el monitoreo es de gran
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utilidad para facilitar la toma de decisiones para planificar, de la forma mas eficiente posible,
de acuerdo con los umbrales de accion de la plaga previamente determinados, el uso de otras
técnicas de control como insecticidas o controladores bioldgicos. Por otro lado, la interrupcién
de la cépula, uno de los métodos mas usados, busca que el ambiente contenga grandes
cantidades de las feromonas empleadas, de tal manera que los individuos de un sexo no logren
encontrar sus potenciales parejas, y asi nunca se dé la copula. Finalmente, en el uso de
feromonas para la captura masiva o como atrayentes, los sistemas de atraccion son disefiados
para retener una gran cantidad de individuos y se emplean como medidas de control tanto
preventivas como correctivas.

Entre los semioquimicos que han tenido mayor éxito en el manejo de plagas se encuentran las
feromonas sexuales de lepidépteros y las feromonas de agregacién de coledpteros,
principalmente curculionidos. Entre las principales compaiiias productoras de productos
comerciales, a base de feromonas, que se encuentran disponibles en el mercado internacional
para coledpteros, ChemTica y Bio Controle, corresponden a compafifas Latinoamericanas de
Costa Rica y Brasil con alrededor de 200 y 18 productos comerciales, respectivamente
(Tabla 1-1).

Tabla 1-1. Ejemplos de productos comerciales a base de feromonas empleados para el control etolégico
en el MIP. Adaptado de Borrero et al. (2018).

Especie Orden Funcion Producto Compaiifa

productora

Ips typographus Coleoptera | Captura masiva P274-Lure ChemTica

Rhynchophorus Coleoptera | Captura masiva PO58-Lure ChemTica

palmarum (Rhyncolure)

Hypothenemus hampei | Coleoptera Monitoreo/ , Bio Broca Bio Controle

Captura masiva
Cosmopolites sordidus Coleoptera | Monitoreo Cosmolure Bio Controle
Diabrotica virgifera Coleoptera | Captura masiva DIVI Pherobank

Adicionalmente, se ha reportado que las cairomonas, al ser combinadas con feromonas,
incrementan la efectividad mediante efectos de sinergia, y han sido de gran utilidad en la
implementacidn de trampas y atrayentes en el manejo integrado de plagas.6373.76-78 o anterior
probablemente se debe a que, por lo general, en los ambientes naturales, los insectos emiten
feromonas cuando se posan sobre frutas, flores u hojas de plantas hospedadoras, los cuales a
su vez liberan volatiles, lo que da como resultado una mezcla de olor mucho mas diversa que
es la que realmente resulta atrayente para los conespecificos.®3

Por lo tanto, los semioquimicos representan una promisoria alternativa de control mediante
la intervencién en el comportamiento de los insectos-plaga, proporcionando una solucién de
baja o nula toxicidad para vertebrados e insectos benéficos. Ademas, emplea, por lo general,
muy bajas concentraciones de compuestos de alta especificidad.” Sin embargo, el uso de
semioquimicos todavia enfrenta muchos obstaculos. En el caso de América Latina, uno de los
mas importantes es el alto costo de la tecnologia y los costos de produccién de los
semioquimicos en comparacién con el precio de los plaguicidas quimicos genéricos.2>72 Otra
limitante para la correcta implementacién de semioquimicos en el manejo de plagas es la falta
de interés o adherencia por parte de los agricultores. Lo anterior, debido a la competencia de
precios con los insecticidas quimicos de bajo costo, a la falta de incentivos otorgados por los
gobiernos para la implementacion de nuevas tecnologias y al tiempo necesario para que los
efectos sobre el control de las plagas sean visibles.
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1.4 La palma de aceite (Elaeis guineensis Jacq.)

1.4.1 Generalidades del cultivo

El descubrimiento de la palma africana, palma de aceite o corozo, Elaeis guineensis Jacq.,
(Figura 1-6) data del siglo XV en las costas del Golfo de Guinea en Africa occidental. De ahi el
origen de su nombre comun. Fue introducida en Colombia en 1932. Esta especie es
considerada como la oleaginosa mas productiva del planeta. De hecho, una hectarea sembrada
produce entre 6 y 10 veces mas aceite que las demas especies vegetales como la soya, el girasol
y el lino, ya que el 50% del contenido del fruto corresponde a aceite de pulpa y de palmiste.

.‘"n

T o
L B B

S e e

Figura 1-6. Ejemplar de EIaeisthJinéénsis’del campo exprimental de la zona oriental de Cenipalma
"Palmar de las Corocoras". Fotografia: Dr. E. Daza.

En el territorio nacional, el cultivo de la palma de aceite se encuentra en 161 municipios de 21
departamentos. Esta repartido en 4 zonas (Figura 1-7), con los siguientes porcentajes del area
total sembrada: zona norte (24%), zona central (31%), zona suroccidental (4%) y zona
oriental (41%).14
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Figura 1-7. Mapa de los nucleos palmeros en Colombia. Adaptado de Fedepalma (2013).

A partir de la década de 1940, en Colombia, la palma de aceite se ha cultivado también en
pastizales que antes eran de uso ganadero.8? Desde 1960, la palma de aceite ha representado
uno de los cultivos agroindustriales nacionales de mayor importancia, ocupando territorios
previamente utilizados en otro tipo de cultivos, entre los cuales se encuentran cultivos
ilicitos.1213 En 1962 el area sembrada de palma de aceite era de 5 mil hectareas. Veinte afios
después, aumenté a 103 mil hectareas. En la actualidad, Colombia cuenta con 559.583
hectareas sembradas y un valor estimado de la producciéon de 3,1 billones de pesos
colombianos, posicionandose como el cuarto pais productor de aceite de palma en el mundo
después de Indonesia, Malasia y Tailandia, y el primero en América. Siendo asi, este cultivo
representa un sector significativo para la economia colombiana y genera un requerimiento de
mano de obra tanto en la fase de campo, como en la fase productiva y de industrializacion, lo
que se ve reflejado en 185.000 puestos de trabajo entre directos e indirectos.1481.82

La importancia de los cultivos de palma a nivel mundial y principalmente en Colombia radica
en que este cultivo genera multiples posibilidades de uso. Lo anterior debido a que la gran
mayoria de la estructura de la palma de aceite es aprovechable. De hecho, tanto el estipite como
las hojas son empleados como materia prima en la elaboracién de muebles y pulpa de papel.
Ademas, como se menciond previamente, el fruto es la parte de la palma de aceite de la cual se
obtienen los aceites de palma y palmiste. Estos se emplean en la elaboracién y comercializacion
de productos alimentarios como la margarina, el aceite de mesa y de cocina, y alimentos
concentrados para animales; y, productos oleoquimicos como pinturas, detergentes, jabones y
cosméticos. También se usa para biocombustibles, como el biodiésel, que puede utilizarse en
motores de combustién de diésel, calefactores y generadores de electricidad. Aunado a lo
anterior, del proceso de extraccion del aceite de palma se obtienen diferentes productos
derivados de la biomasa y subproductos de la oleoquimica, que se usan como
fertilizantes.148384

Uno de los principales retos que enfrenta el sector palmero mundial estd asociado con la
presencia de varias enfermedades y plagas. En Colombia, el cultivo de palma de aceite se ve
ampliamente afectado por enfermedades como la pudricion del cogollo (PC), el anillo rojo (AR)
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y la marchitez letal (ML), y por insectos-plaga como Rhynchophorus palmarum, Sagalassa
valida y Strategus aloeus.1516

1.4.2 Taxonomia y Morfologia de la palma de aceite

La principal especie de palma de aceite de importancia agroindustrial es la palma africana,
Elaeis guineensis Jacq. Se trata de una especie de planta tropical, que crece principalmente en
climas calidos y es considerada como la oleaginosa mas productiva del planeta. Esta especie
pertenece a la tribu Cocoseae, subfamilia Arecoideae, familia Arecaceae (antes conocida como
Palmaceae) y del orden Arecales.8586

Enseguida se presenta la morfologia general de la palma de aceite E. guineensis y sus distintas
partes principales(Figura 1-8).87
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Figura 1-8. Morfologia general de la palma de aceite Elaeis guineensis. Tomado de Bauer et al. (2020).
a) palma completa, b) bulbo y raices, c) inflorescencia, d) hojas, e) fruto, f) estipite.

Esta especie puede crecer hasta 30 metros de altura y sus frutos, producidos en forma de
racimos y denominados inflorescencias pueden llegar a pesar hasta 40 kg. En las palmas, el
tronco que no posee ramas, sino del cual crecen directamente las hojas y los racimos, es
llamado estipite. Este 6rgano vegetal, tiene dos funciones principales. En primer lugar,
proporciona sostén para las hojas, racimos e inflorescencias. Ademads, es un depdsito
estructural -para el sistema vascular que permite el transporte de agua y nutrientes- y de
almacenamiento de carbohidratos y minerales.88

El desarrollo del estipite incluye dos fases principales. La primera va desde que la palma joven
-aproximadamente a los 10 meses- es trasplantada del vivero al cultivo hasta 3 afios después
del trasplante. La segunda, se cuenta a partir de los 4 afios. En la primera fase, el estipite se
engrosa para formar la base del tronco y no crece significativamente en altura; en la segunda,
el crecimiento principalmente se da hacia lo alto rapidamente (0,3 a 0,6 m/afio).88
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1.5 El escarabajo-plaga Strategus aloeus

1.5.1 Generalidades

El Strategus aloeus (L.), cominmente llamado cucarroén torito o escarabajo rinoceronte, es un
insecto que pertenece al orden Coleoptera, familia Scarabaeidae, subfamilia Dynastinae y tribu
Oryctini, descubierto en 1758 por Linneo (Figura 1-9).8°

Reino: Animalia

Clase: Insecta

Orden: Coleoptera
Suborden: Polyphaga
Superfamilia: Scarabaeinae
Familia: Scarabaeidae
Subfamilia Dynastinae
Tribu: Oryctini
Género: Strategus
Especie: Strategus aloeus
Nombre comin: Escarabajo torito

Figura 1-9. Taxonomia y fotografia de Strategus aloeus (macho). Fotografia: V. Vidal-Medina.

Los escarabajos adultos de la tribu Oryctini se caracterizan por tener el cuerpo grande y
robusto, con mandibulas anchas y muy expuestas, mentén ovalado que no cubre los palpos
labiales, estructuras estriduladoras en el propigidio y protibias, con tres o cuatro denticulos
grandes en su borde exterior (Figura 1-10). Adicionalmente presentan dimorfismo sexual
muy acentuado y evidente ya que los machos presentan cuernos o fosetas en cabeza y pronoto,
y las hembras tienen un margen lateral sencillo de los élitros femeninos.
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Figura 1-10. Plan corporal de Strategus aloeus (Scarabaeidae: Dynastinae: Oryctini) a) vista dorsal, b)
vista ventral. Adaptado de Sanabria (2012).

ElS. aloeus se distribuye geograficamente desde el nivel del mar hastalos 1.500 m.s.n.m, desde
zonas de alta humedad hasta zonas secas.? Esta especie, considerada como la especie con
mayor distribucién en el género,8® ha sido registrada desde el sur de los Estados Unidos,
atravesando América Central, hasta Bolivia y Brasil.1791 En Colombia, este insecto-plaga se
encuentra en todas las zonas palmicultoras desde 1990. Sin embargo, genera mayores
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consecuencias econémicas en las zonas norte (Magdalena y Cesar) y oriental (Casanare y
Meta).9?

En Colombia, tal como se sefialé previamente, la actividad de los adultos de S. aloeus tiene
efectos negativos sobre la economia del pais, debido a que estos insectos, como barrenadores
de estipite, afectan los cultivos de palma africana Elaeis guineensis (Jacq.) y de coco Cocos
nucifera (L.). Adicionalmente, este insecto se constituye en un vector potencial del nematodo
Rhadinaphelenchus cocophilus (Cobb), agente causal de la enfermedad del Anillo Rojo (AR).18

1.5.2 Biologia, ecologia y comportamiento

El ciclo de vida de Strategus aloeus tiene una duracién de alrededor 11 meses
(Figura 1-11).1820.93 .as hembras depositan huevos ovalados y lisos, de color blanco, en grupos
de entre 6 y 12 distribuidos en los estipites. Tras 15 dias de postura, estos huevos eclosionan
en larvas que presentan la forma caracteristica de las chizas de la familia Scarabaeidae. Tienen
forma en “C”, tres pares de patas bien diferenciadas y funcionales, cuerpo de color blanco, a
excepcion de las dreas proximas a los espiraculos y a la porcion apical de las mandibulas (color
café rojizo). Estas larvas pasan por tres instares en un transcurso de 215-270 dias. Al comienzo
del primer instar, las larvas tienen una longitud de 10,6 mm. Al finalizar su tercer instar, su
tamafo suele alcanzar los 8 cm. Las pupas de tipo excrata (47,6 mm de longitud y 24,1 mm de
ancho) presentan inicialmente un color naranja que se va oscureciendo a medida que
transcurre su periodo pupal. Después de 22 a 27 dias como pupas, emergen adultos de color
negro que miden entre 4 y 6 cm. Los machos, aparte de presentar un mayor tamafio y
dimorfismo sexual por la presencia de tres cuernos o protuberancias en la regién toraxica,
presentan ademas tres categorias morfolégicas mayores, menores e intermedias.?* Por lo
general, los machos adultos viven menos que las hembras (58 y 89 dias respectivamente).
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Figura 1-11. Estadios de desarrollo del Strategus aloeus. Tomado de Rodriguez (2019).95

El dafo generado por el escarabajo S. aloeus, es generalmente ocasionado en las noches por
individuos machos. Inicialmente, estos ejemplares perforan verticalmente el suelo que
circunda al bulbo del estipite de palmas jovenes, no mayores de 2-4 afios, y construyen una
galeria; enseguida, proceden a hacer una perforacién lateral hasta penetrar el bulbo de la
palma de aceite y alcanzar el meristemo.!” Adicionalmente, el S. aloeus ha sido reportado como
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plaga de cultivos de algoddn, de coco y de cafia de azucar. Las larvas han sido reportadas como
barrenadoras de tejidos vivos de los tallos de palmas, agavaceas y cactaceas, asi como de raices
de Mangifera indica (Anacardiaceae).8? El régimen alimentario de los adultos es considerado
como saprofago, debido a que consumen troncos en descomposicion y habitan en suelos ricos
en materia organica.?

Las palmas de aceite afectadas por S. aloeus, son entonces susceptibles a volcamientos
(Figura 1-12) y pudriciones debidas a las heridas dejadas por el insecto. Incluso pueden morir
como consecuencia de la destruccidn total o parcial del sistema radical y del meristemo del
bulbo.16.1819

e
L ., ey " "'n 48
G x. i

ionado por el S. aloeus provocando el volcamiento y la

Figura 1-12. Dafio de la palma de aceite ocas
muerte de palmas jovenes. Foto: A. Ulloa.

Se ha reportado que, en campo, después de la llegada del macho a la palma y la construcciéon
de la galeria, el individuo inicia su despliegue de atracciéon a hembras conespecificas alrededor
de las 4:00 h, saliendo al extremo superior de la galeria. Se ha observado que los machos se
ubican con el abdomen hacia afuera y hacen movimientos de los tergitos, sugiriendo que se da
lugar a la liberacién de una feromona con la que atrae a la hembra para la copula. Las hembras
atraidas llegan a la galeria y la copula ocurre en el interior de esta, mientras la hembra se
alimenta. Después de la cépula, la hembra busca madera o estipites de palma en
descomposicion para depositar sus huevos. Se cree que las hembras llegan a las galerias
atraidas por la feromona emitida por el macho y por el aroma derivado de la fermentacién que
se produce por el dafio del insecto en el bulbo de la palma.199¢ Adicionalmente, Arias (2019)97
evalud el ritmo de actividad de individuos de campo de S. aloeus en condiciones de laboratorio
y reporté que entre las 2:00-5:00 h y las 14:00-18:00 h los individuos evaluados durante 5 dias
presentaron actividades de caminata, locomocién, alimentacién y apareamiento demostrando
mayor actividad entre de las 2:00-5:00 hy 15:00-18:00 h.

1.5.3 Manejo y control
Han sido reportadas las siguientes estrategias de manejo para Strategus aloeus:16
-Eliminar sitios de reproduccidn de las larvas de S. aloeus.

-Garantizar, en la renovacion, la eliminacién de los estipites cortando el material en trozos de
menos de 15 cm y sin apilar cerca de los sitios de siembra para evitar la afectacion a las palmas
renovadas.
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-Realizar monitoreos semanales en las palmas jovenes menores a dos anos de plantadas para
detectar galerias en el suelo junto al estipite.

-Efectuar el manejo de adultos por medio de aplicacién de insecticidas con Registro ICA o
controladores biolégicos promisorios.

-Proteger a los depredadores naturales como Phileurus didymus.

Con el fin de controlar y manejar la poblacién de Strategus aloeus, se ha implementado un MIP
que comprende estrategias de control bioldgico, quimico y cultural.16:20

De hecho, la utilizacién de microorganismos en programas de control biolégico de las larvas
se ha visto limitada debido a las caracteristicas y condiciones de los sitios de alojo de estas, a
saber, estipites en descomposicion. Evaluaciones del hongo Metarhizum sp. como potencial
controlador biol6gico han permitido alcanzar mortalidades de hasta el 90% de insectos en
condiciones de laboratorio mediante pruebas de patogenicidad con el aislamiento M010.98

Si bien el manejo y control del insecto-plaga de estudio se realiza mediante la implementacion
de distintas estrategias del MIP, la principal forma de manejo es a través del control quimico
por medio de la aplicacion de insecticidas en las galerias, en ocasiones diluidos con agua y
jabon, con el fin de reducir su dosis.* Los insecticidas como los carbamatos y los compuestos
organofosforados que actian a través del contacto y la ingestién y causan neurotoxicidad de
los individuos, son el principal método de control de S. aloeus.17.18 Existen estudios que han
demostrado la toxicidad hacia el S. aloeus con nuevos insecticidas (fipronil, imidacloprid,
lambdacialotrina y tiametoxam) -registrados ante el ICA-,%9 que incluyen compuestos quimicos
que tienen un riesgo reducido y presentan menor toxicidad inmediata para los insectos-plaga
que los insecticidas convencionales.190 No obstante, el uso de insecticidas implica un amplio
rango de efectos negativos. En efecto, a nivel ambiental, estos compuestos quimicos
contribuyen a la contaminacién del agua, el suelo y el aire; en la flora, aumentan la fitotoxicidad
y pueden generar cambios fisioldgicos; en la fauna, pueden resultar en problemas fisiologicos
como infertilidad e incrementar la mortalidad de distintas especies silvestres, insectos
benéficos, polinizadores, predadores y parasitos, e incluso pueden propiciar el desarrollo de
resistencia de las plagas; finalmente, en seres humanos, pueden incrementar problemas de
salud segun su toxicidad.?2:23

Habida cuenta de lo anterior, considerando los inconvenientes encontrados en el uso de las
tacticas de control quimico, cultural y biolégico del S. aloeus se puede acudir como alternativa
especie especifica al control etologico. Asi, los semioquimicos que median la interaccion
interespecifica en el sistema hospedero-plaga, a saber, palma de aceite africana y escarabajo
rinoceronte, y aquellos que median la interaccién intraespecifica del insecto-plaga, que pueden
estar influyendo en el ataque del cultivo por parte del insecto, representan una alternativa en
su MIP. Por ende, la presente investigacion buscod extraer, detectar e identificar dichos
semioquimicos.




2. VOCs liberados por la palma de aceite (Elaeis
guineensis Jacq.)

El estipite de palmas de aceite jévenes y los desechos de estipite resultantes de los procesos
de renovacion del cultivo son tanto hospederos, como fuente de alimento para colonias de
Strategus aloeus. Lo anterior sugiere que estos hospederos pueden estar liberando algunos
compuestos organicos volatiles (VOCs) que podrian actuar como sefiales quimicas para el
escarabajo. En este capitulo se presenta la caracterizacion del perfil de VOCs liberados por el
estipite de palmas de aceite Elaeis guineensis menores de 2 afios, hospederos naturales del
S. aloeus.

2.1 Antecedentes

Teniendo en cuenta que el primer nivel tréfico de los ecosistemas esta constituido por los
vegetales, estos se encuentran altamente expuestos al ataque por herbivoros (virus, bacterias,
hongos, insectos y vertebrados). Por lo anterior, la herbivoria ha ejercido una presiéon de
seleccidn, la cual se ha traducido en el desarrollo y aparicion de una gran cantidad de
mecanismos de defensa pasivos o inducidos por parte de las plantas de manera fisica, quimica
y/o fenoldgica. Sin embargo, se ha evidenciado que varios metabolitos secundarios de las
plantas inducidos o no, pueden resultar atrayentes para algunos depredadores. En el caso de
plantas infestadas, algunos estudios sugieren que por lo general, los lepidopteros y los afidos
son repelidos, y los coledpteros atraidos, probablemente por metabolitos secundarios
producidos a causa de la infestacién.2s

De acuerdo con lo anterior, para el desarrollo de nuevas estrategias en el manejo de insectos-
plaga, existen grandes posibilidades de encontrar VOCs que correspondan a metabolitos
secundarios participantes en la interaccion entre el hospedero y el insecto.101

2.1.1 Biosintesis de los VOCs en plantas

Las plantas producen un amplio numero de metabolitos secundarios. El 1% de estos
corresponde a VOCs que, al ser liberados al ambiente, les sirven para comunicarse con su
entorno. Mas de 1700 VOCs han sido reportados para el aroma floral de alrededor de 90
familias y 38 ordenes de plantas.192 De acuerdo con su origen biosintético a partir de los
iniciadores fosfoenolpiruvato (PEP) y eritrosa 4-fosfato (E4P), los compuestos organicos
volatiles de las plantas se distribuyen principalmente en: terpenoides, derivados de acidos
grasos, fenilpropanoides/bencenoides y derivados de aminoacidos (Figura 2-1).103
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Figura 2-1. Descripcion general de las cuatro rutas biosintéticas principales de los VOCs de plantas. Los
precursores de los VOCs originados en el metabolismo primario (representado en el cuadro azul). Las
cuatro vias biosintéticas principales presentadas por las flechas que se originan del cuadro azul: via
shikimato/fenilalanina, via del &cido meval6nico (MVA), via del fosfato de metileritritol (MEP) y via de
la lipoxigenasa (LOX) conducen a la emisién de los tipos de VOCs presentados en las nubes moradas.
Las flechas apiladas ilustran la participacion de multiples reacciones enzimaticas. DAHP: acido 3-
desoxi-7-fosfo-D-arabinoheptulosonico; DMAPP: pirofosfato de dimetilalilo; E4P: eritrosa 4 fosfato;
FPP: pirofosfato de farnesilo; GGPP: pirofosfato de geranilgeranilo; GPP: pirofosfato de geranilo; IPP:
pirofosfato de isopentenilo; NPP: pirofosfato de nerilo; PEP: fosfoenolpiruvato; Phe: fenilalanina.
Tomado y traducido de Dudareva et al. (2013).10

Los terpenoides corresponden ala clase mas grande y diversa de VOCs de plantas provenientes
de las rutas que producen los compuestos de cinco carbonos, a partir de pirofosfato de
isopentenilo (IPP) y su isémero pirofosfato de dimetilalilo (DMAPP).10.104105

Por otro lado, los fenilpropanoides y bencenoides corresponden a los VOCs que contienen un
anillo aromatico. Constituyen el segundo grupo mas grande de volatiles procedentes de
plantas.192 Adn se desconocen algunas de las reacciones que producen los esqueletos basicos.
Sin embargo, los iniciadores y precursores de estos compuestos corresponden a la fenilalanina
y al acido shikimico.

Ahora, el tercer grupo de volatiles de plantas proviene de la escision oxidativa y
descarboxilacién del acido linoleico o acido linolénico, produciendo cetonas y aldehidos de
cadenas mas cortas, los cuales, a su vez, resultan ser precursores para la biosintesis de
volatiles. Esto mediante la ruta conocida como la ruta de los acidos grasos/lipooxigenasa
también conocida como la ruta biosintética de los volatiles de las hojas verdes.1%! Los aldehidos
y alcoholes Cs-Co saturados e insaturados son comunmente conocidos como volatiles de hojas
verdes. Se reporta que su sintesis por lo general se potencializa en los 6rganos verdes de las



22 Sefiales quimicas entre el escarabajo Strategus aloeus y la palma Elaeis guineensis

plantas en respuesta a las heridas y también proporciona el aroma “verde fresco” de frutas y
verduras.

Finalmente, los VOCs de plantas restantes, principalmente aquellos que contienen nitrégeno o
azufre y son, por lo general, producidos por las flores y las frutas, se sintetizan mediante
reacciones de escision de aminoacidos como la alanina, valina, leucina, isoleucina o metionina,
aminodcidos o precursores.10.105

2.1.2 VOCs identificados en las palmas

Para el orden Arecaceae, dentro del cual las plantas se conocen cominmente como palmas,
existen varios reportes de los VOCs asociados principalmente a sus flores. En 1999, Ervik et al.
realizaron la caracterizacion del aroma floral de 6 especies de palmas de la subfamilia
Phytelephantoideae e identificaron los siguientes VOCs agrupados por tipos de compuestos:106
derivados de dcidos grasos (acetato de isopropilo, butanoato de isopropilo, butanoato de
2-metilbutilo, acetato de butilo, isovalerato de isopropilo, hexanal, undecano, valerato de
propilo, hexanoato de isopropilo y hexanol); pirazinas (2-metoxi-3-sec-butilpirazina);
bencenoides (bencil metil éter, p-metilanisol, benzoato de etilo, acetato de 2-feniletilo, alcohol
bencilico, anisaldehido, p-cresol, elemicin y p-metodibencil alcohol); isoterpenoides (mirceno,
limoneno, 1,8-cineol, cis-ocimeno, trans-ocimeno, 4,8-dimetil-1,3-(E)-7-nonatrieno, linalool,
trans-ocimenol);  sesquiterpenos (a-cubebeno, «o-copaeno, [-copaeno, cariofileno,
alloaromadendreno, a-humuleno, germacreno, cis- a-farneseno, 6-cadineno, 4,8,12-trimetil-
1,3-(E)-7-(E)-11-tridecatetraeno).

Por su parte, en Knudsen et al. (2000) reportaron la caracterizaciéon del aroma de las flores de
14 especies de palmas neotropicales pertenecientes a las familias Coryphoideae, Calamoideae,
Ceroxyloideae y, Arecoideae, y su posible relacion con el tipo de insectos polinizadores de las
mismas. Sefialaron que las inflorescencias de estas palmas presentaron en su aroma un
contenido considerable de compuestos quimicos clasificados en cuatro clases principales:
derivados de dcidos grasos (3-pentanona, dodecano, tridecano y pentadecano); bencenoides
(p-dimetoxibenceno); terpenoides (mirceno, (E)-ocimeno, (E)-4,8-dimetil-1,3,7-nonatrieno,
linanool, ipsdienona, (E)-B-farneseno, ipsdienol y (EE)-a-farneseno); y, compuestos
nitrogenados (2-metoxi-sec-butilpirazina e indol). Sefialan ademas que la gran parte de estos
VOCs son comunes en el aroma floral de la mayoria de las familias de plantas.107 Finalmente,
sugieren que la composicion del aroma de las palmas parece estar mas relacionada con la
biologia de polinizacidn que con relaciones sistematicas entre palmas. Lo anterior, indicando
que el aroma de palmas polinizadas por cole6pteros estd dominado por uno o mas compuestos
estrechamente relacionados, principalmente hidrocarburos derivados de acidos grasos. En
cambio, para la polinizacion por parte de insectos voladores como abejas y sirfidos, el aroma
de las palmas esta constituido por una mayor diversidad de VOCs en bajas concentraciones.
Por lo tanto, esta polinizacién podria estar mediada por sefiales visuales y no tanto por sefiales
quimicas.

Para algunas palmas de vino (Attalea) y palmas de guacamayo (Acrocomia), de importancia
econdmica, se report6 que su aroma floral estaba constituido por el bencenoide 4-metilanisol,
el monoterpeno D-limoneno, las pirazinas 2-isopropil-3-metoxipirazina y 2-(sec-butil)-3-
metoxipirazina, y otros compuestos minoritarios.108.109

Para las flores de Geonoma macrostachys, se reportaron los siguientes compuestos que
variaron entre el dia y la noche: bencenoides (metileugenol, eugenol, metilioeugenol);
monoterpenos (mirceno, epoximirceno, ipsenona, ipsdienona, acetato de ipsdienilo, amitinol,
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acetato de mircenilo, ipsdienol, (Z)-ocimeno, (E)-ocimeno, (E)-ocimenol, linalool;
sesquiterpenos ((E)-B-farneseno, (ZE)-a-farneseno, (E,E)-a-farneseno, 6xido de (E)-B-
farneseno, (E)-sesquifelandreno, (E)-nerolidol); compuesto nitrogenado (indol), y otros no
elucidados.110

Con respecto a las hojas de palmas, para la palmera enana Chamaerops humilis se report6 el
alcohol bencilico, el (E)-B-ocimeno, el benzoato de metilo, el linalool, el indol, sesquiterpenos,
el 3-hexen-ol, el acetato de hexenilo, el acetaldehyidobenceno, la vanillina, el nonanal, el
3-hexanol y el a-farneseno.!! Finalmente, Jana et al (2020) aislaron y caracterizaron
funcionalmente bacterias rizosféricas de la palma datilera que producen los VOCs
2,3-butanediol y acetoina.!12

Ahora, particularmente para la especie de interés, Elaeis guineensis (Jacq.), se ha reportado el
isopreno (2-metil-1,3-butadieno) como protector de la fotosintesis al haber estrés oxidativo
liberado por las hojas de la palma de aceite.113114 Adicionalmente, varias investigaciones han
reportado para las inflorescencias de la palma de aceite africana el estragol (4-alilanisol) como
compuesto organico volatil mayoritario y de gran importancia para el reclutamiento de
polinizadores como el curculionido Elaeidobius kamerunicus y responsable del olor anis.114.115
Ademas del estragol, Fahmi et al. (2016) reportaron los acidos hexadecanoico, isoftalico,
9,12-octadecadienoico, el acido (Z ZZ)-octadecatrienoico, el oleato de etilo, el eicosano, el
heptadecano y el escualeno.!16 Por su parte, Filho et al. (2019) reportaron el limoneno, el
p-cimeno, el eucaliptol, la 2-isobutil-3-metoxipirazina, el anetol y el 7,8-dihidro-f-ionona,
como VOCs liberados por inflorescencias de E. guineensis.52

Hasta donde se ha logrado establecer, las caracterizaciones quimicas de los VOCs llevadas a
cabo para distintas especies de palmas y, particularmente para Elaeis guineensis, corresponden
unicamente a los VOCs liberados por las inflorescencias y hojas de las plantas.

No obstante, en el 2019, Zainol Hilmi et al. reportaron algunos constituyentes liberados por el
estipite de E. guineensis en la caracterizacion del perfil volatil del hongo Ganoderma boninense,
agente principal causante de la pudricion del cogollo (PC). Los VOCs tentativamente
identificados para los estipites no infestados fueron los siguientes: 2,3-butanediol, hexanal,
furfural, m-xileno, o-xileno, heptanal, (Z)-2-heptenal, 4cido hexanoico, 1,2,3-trimetilbenceno,
2-pentilfurano, octanal, 1,4-diclorobenceno, 1,4-diclorobenceno, limoneno, 2-etil-1,4-
dimetilbenceno, 2-nonano, undeceno, nonanal, 1,2,3,4-tetrametilbenceno, (E)-nonenal,
naftaleno, dodecano, decanal, 1,3-diterc-butilbenceno, 2-undecanona, tridecano,
1-metilnaftaleno, tetradecano y pentadecano.!?

2.1.3 Cairomonas en el manejo de escarabajos

Las plantas producen, entre sus VOCs, compuestos que resultan ser seflales de atraccion para
insectos herbivoros -actuando como cairomonas-. Gracias a dichos compuestos los insectos
logran ubicar sus hospederos, sitios para oviposicidn y reproduccidn, y alimento.2965118 En el
control etoldgico de insectos plaga, el ejemplo mas exitoso del uso de compuestos que actian
como cairomonas, corresponde principalmente al empleo de cebos de proteina hidrolizada en
estado de fermentacidn contra la mosca de la fruta.”+

Para la mayoria de los insectos plaga, el uso de cairomonas de las plantas hospederas como
unicos constituyentes de las trampas no ha resultado del todo atractivo por las altas
concentraciones que deben emplearse para que sean competitivas contra las cairomonas
naturales en los cultivos. Sin embargo, lo anterior no significa que este tipo de semioquimicos
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no sean de gran importancia en el MIP. De hecho, se han reportado, principalmente para
coledpteros, varios casos de interaccion sinérgica entre las cairomonas y feromonas de
agregacién incrementando la atraccion de estas ultimas.75.119-122

Existen varios reportes de cairomonas para coledpteros pertenecientes a la familia
Scarabaeidae.?512312¢ Algunos ejemplos de estos son los siguientes: el escarabajo Anomala
octiescostata hacia volatiles liberados por dientes de leén Taraxacum officinale; 12> escarabajos
peloteros hacia volatiles del estiércol de vertebrados;!® Hoplia communis hacia el
constituyente mayoritario del aroma de Rosa spp., 2-feniletanol;126 Popillia japénica hacia
cairomonas de varios de sus hospederos;124127 Adicionalmente reportaron actividad
electrofisiologica del escarabajo herbivoro Cyclocephala forsteri frente al bencenoide y las
pirazinas identificadas en las palmas de vino y guacamayo, y atraccibn en campo
exclusivamente hacia el 4-metilanisol.108 En la Tabla 2-1 se presentan algunos VOCs de palmas
que actian como atrayentes y cairomonas para distintas especies de escarabajos.108.109,122,128-
130 Sin embargo, hasta donde se conoce no hay reportes de cairomonas de la palma de aceite
para el S. aloeus.

Tabla 2-1. Ejemplos de VOCs que actiian como cairomonas de escarabajos (Coleoptera: Scarabaeidae

Escarabajo Cairomonas Referencia
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Hallet et al.
/\OH 2,2-dimetil-3-(2-metilpropenilo)- (1996)128
Etanol ciclopropanecarboxylato de etilo Maddison et
al. (1973)130
==K o Barber et al.
Oryctes rhinoceros (1971)129

)

3-isobutil-2,2-dimetilciclopropanocarboxilato
de etilo

2.2 Metodologia

Para llevar a cabo la caracterizaciéon de los VOCs de la palma de aceite que podrian ser
responsables de la interaccion Elaeis guineensis-Strategus aloeus, se evaluaron dos sistemas
con palmas de aceite Elaeis guineensis menores de 2 afios, bajo condiciones de laboratorio: (1)
Muestra de estipite; y, (2) Palma sembrada e infestada con adultos machos de Strategus aloeus.

El primer sistema fue estudiado con el fin de determinar los VOCs liberados por la fuente de
alimento natural del S. aloeus. Por otro lado, el segundo sistema se propuso con el fin de
simular las condiciones reales de las palmas vivas sanas e infestadas con S. aloeus bajo
condiciones de laboratorio.

2.2.1 Obtencion de la muestra

Para la toma de muestras se seleccionaron palmas de aceite Elaeis guineensis (Jacq.) menores
a 2 afos, provenientes del vivero del Campo Experimental “Palmar de las Corocoras” de
Cenipalma, localizado en Cabuyaro, municipio de Paratebueno, (Cundinamarca, Colombia)-
coordenadas geograficas N4°22'4,7” W73°10°19,4"-.

Para la toma de muestras de estipite (sistema 1) se seleccionaron palmas menores de 2 afios,
las cuales fueron retiradas de sus bolsas y despojadas de raices y hojas. Enseguida, el bulbo de
cada palma fue cortado, envuelto en vinipel, refrigerado y posteriormente enviado al
laboratorio en Bogota (Figura 2-2 ay b).
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Figura 2-2. Muestras naturales empleadas para la caracterizacion de los trozos estipite de la palma de
aceite (sistema 1): a) bulbo de estipite de Elaeis guineensis de 10 meses, y b) bulbo de estipite de palma
de aceite menor de 2 afios. Foto: V. Vidal-Medina.

Para el sistema 2 se emplearon palmas vivas sin dafio fisico visible. A su llegada a Bogot3, las
palmas fueron retiradas de sus bolsas y trasplantadas en recipientes plasticos con tapa. Se
mantuvieron bajo condiciones controladas de temperatura y humedad relativa (26°C * 2°C,
70% * 10% HR). Los individuos machos de Strategus aloeus empleados para la infestaciéon de
la palma, fueron capturados en campo, en la plantaciéon “Manuelita aceites y energia”, con edad
y estado de apareamiento desconocidos. Los insectos fueron obtenidos de las excavaciones en
galerias construidas por ellos en palmas, situadas en los lotes jovenes de renovacién en los
cuales se habia evidenciado la presencia de la plaga. Dicha captura se realizé en cumplimiento
del permiso de recoleccién otorgado por la ANLA a Cenipalma, Resolucion 2431 de 2018
(Anexo A). Cada sexo se mantuvo por separado bajo condiciones controladas (26°C + 2°C, 70%
+10% HR y fotoperiodo de 12:12h) en recipientes de plastico con orificios en las tapas. Se les
proporciono estipite en descomposicion como fuente de alimento, que se reemplazo tres veces
por semana. De otra parte, suelo organico proveniente del cultivo fue dispuesto como sustrato,
que se humedecié periédicamente agregando gotas de agua.

2.2.2 Extraccion de los VOCs de la planta

Para la recoleccién de los VOCs se emplearon dos metodologias de extraccion de compuestos
organicos volatiles en el espacio de cabeza como se describe a continuacidn.
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= Sistemal

Para la extraccion de los VOCs liberados por los estipites de palma, a su llegada a Bogot3, los
bulbos fueron cortados en trozos e inmediatamente después fueron colocados en camaras de
headspace.

Se emplearon las metodologias de Headspace Micro Extraccidn en Fase Sélida (HS-MEFS) y
Headspace Dindmico (HSD). Se realizaron experimentos preliminares de extracciéon de VOCs
liberados por el estipite de palma de aceite bajo diferentes condiciones experimentales
(cantidad de muestra, presencia o ausencia de suelo y tiempos de extraccion), con el fin de
establecer las condiciones que permitieran la deteccién de los VOCs liberados.

Parala HS-MEFS, se emple6 una muestra de 30 g de estipite y se utilizé un montaje conformado
por un recipiente de vidrio (cdAmara de headspace) de 30 cm de largo x 4 cm de didmetro
externo, provisto de una apertura en la cual se acoplé una fibra de
Divinilbenceno/Carboxeno/Polidimetilsiloxano (DVB/CAR/PDMS, 50/30 um de espesor,
Supelco, Bellefonte, PA, EE. UU., Figura 2-3). Una vez encerrados los trozos de estipite de Elaeis
guineensis en los recipientes de vidrio, se dej6 pasar un lapso de 10 minutos para alcanzar el
equilibrio. Enseguida, se expuso la fibra polimérica en el espacio de cabeza del montaje de HS-
MEFS durante 24 horas. Cada extraccion se realiz6 para dos muestras y un blanco constituido
por el recipiente vacio. Cada extraccién se realizé por triplicado en dias diferentes y con
muestras de estipite diferentes. Las extracciones se realizaron a una temperatura de 26°C *
2°Cy humedad relativa de 70% + 10% HR.

@ (2

e
Wi S

Trozos de estipite
de Elaeis guineensis

2 R o - : 4
Figura 2-3. Montaje de extraccion de los VOCs de trozos de estipite de Elaeis guineensis mediante HS-
MEFS. Foto: V. Vidal-Medina.

Para la extraccion por HSD se utilizé el montaje conformado por un recipiente de vidrio de
dimensiones 30 cm de largo x 4 cm de diametro externo (Figura 2-4), en donde se acoplé en
uno de los extremos una entrada de aire humedecido y en el otro extremo tubos de ORB0-32
(carbén activado, Standard Charcoal Tubes, Supelco, Bellefonte, PA, EE. UU.), material
adsorbente utilizado para recolectar los compuestos organicos volatiles liberados por la
muestra natural bajo estudio. Este material adsorbente fue elegido tomando como referencia
ensayos preliminares en los cuales se habia evidenciado que permitia retener un mayor
numero de VOCs en comparacién con columnas de vidrio (10 cm x 0,5 cm de didmetro) que
contenian 50 mg de Porapak® Q50/80 (Supelco, Bellefonte PA, EE. UU.), polimero adsorbente
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conformado por un copolimero de etilvinilbenceno-divinilbenceno, columnas semejantes con
la misma cantidad de HayeSep D 80/100 (copolimero de divinilbenceno) y MonoTrap™
(soporte de silica ligado a grupos de octadecil-silica y carbon activado). El sistema se aire6 con
aire humedecido con agua mediante una bomba portatil a un flujo de 1 L/min durante 7 dias.
Al igual que para la metodologia anterior, cada extraccién se realizd, por triplicado, con
muestras de estipite diferentes (30 g) y un blanco constituido por el recipiente vacio. Todas
las muestras se tomaron a una temperatura de 26°C * 2°C y humedad relativa de 70% * 10%
HR.
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Figura 2-4. Montaje de extracciéon de los VOCs de trozos de estipite de Elaeis guineensis mediante HSD.
Foto: V. Vidal-Medina.

= Sistema 2

Como se mencion6 anteriormente, el sistema 2 estaba constituido por una palma de aceite
E. guineensis menor de 2 afios plantada en suelo proveniente del cultivo de palma de aceite, en
un recipiente de plastico con tapa. Sobre el suelo, se agregaron cinco especimenes adultos
machos de S. aloeus procedentes de campo. Para este sistema, como blanco se empleé un
montaje semejante, sin insectos, es decir una palma de aceite E. guineensis sembrada, de la
misma edad que la infestada (Figura 2-5 ay b).
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Para la extraccion de los VOCs liberados por el sistema se emple6 la metodologia de extraccién
por espacio de cabeza dinamico, HSD, utilizando como materiales adsorbentes tubos de ORBO-
32 (carbon activado, Standard Charcoal Tubes, Supelco, Bellefonte, PA, EE. UU.) y columnas de
vidrio empacadas con 50 mg de Porapak® Q50/80 (copolimero de etilvinilbenceno-
divinilbenceno, Supelco, Bellefonte PA, EE. UU.).

El sistema 2 se aired con aire humedecido con agua mediante una bomba portatil a un flujo de
1 L/min, una temperatura de 26°C + 2°C, y humedad relativa de 70% + 10% HR durante 2
meses comprendidos entre el 2 de julioy el 11 de septiembre de 2019.

Los VOCs recolectados por HSD en los materiales adsorbentes empleados fueron extraidos de
los materiales adsorbentes cada semana con ~300 pL de hexano de grado HPLC (Sigma-
Aldrich, Darmstadt, Alemania). Estos extractos fueron concentrados con una corriente de
nitréogeno hasta un volumen final de 50 pL, mezclados semanalmente -para aumentar la
concentracion de los VOCs-, y posteriormente fueron analizados por GC-MS.

Ensayos preliminares permitieron determinar que dos meses era el tiempo minimo requerido
para lograr detectar VOCs en el sistema.

Figura 2-5. Montaje de HSD para las palmas de aceite plantadas sana e infestada con machos de
Strategus aloeus: a) Vista frontal de los montajes, b) Palma infestada con machos de S. aloeus, c)
Vista superior del montaje. Foto: V. Vidal-Medina.

2.2.3 Analisis e identificacion de los VOCs extraidos

Los VOCs extraidos mediante las metodologias anteriormente mencionadas, fueron analizados
e identificados en un Cromatoégrafo de Gases HP 6890 Series GC acoplado a un Espectrometro
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de Masas HP 5973 (Hewlett Packard, Palo Alto, EE. UU.), equipado con una columna capilar
TG-1MS (30 m x 0.25 mm i.d., 0.25 pm espesor de particula; Thermo Scientific, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, EE. UU.).

El analisis cromatografico se realizé con una temperatura en el puerto de inyeccion de 250°C,
usando helio como gas de arrastre con un flujo de 1.5 mL/min. Se emple6 el siguiente
programa de calentamiento: 35°C de temperatura inicial durante 1 minuto, seguida de un
calentamiento hasta 40°C, con una rampa de calentamiento de 2°C/min, seguido por un
calentamiento hasta 250°C a 7°C/min.

Luego de cumplir el tiempo de exposicion para cada experimento, las fibras de HS-MEFS fueron
removidas de las camaras de headspace. Inmediatamente después fueron desorbidas en el
puerto de inyecciéon del cromatégrafo de gases durante 5 minutos y analizadas en modo
splitless sin tiempo de retraso de disolvente. Por su parte, las muestras en solucién de hexano
resultantes de las extracciones por HSD, fueron concentradas con nitrégeno e inyectadas en
una cantidad de 1 pL, en modo splitless, con un tiempo de retraso de disolvente de 3 minutos.

Los datos de los espectros de masas en el modo de ionizacién de electrones (EI, Electron
Ionization, por sus siglas en inglés) se registraron en un rango de masa de 30-650 u, con energia
electronica de 70 eV. El procesamiento de datos se realizé mediante el software HP
Chemstation. En cuanto al analisis de los datos, se empleé el software Agilent MSD Productivity
ChemStation for GC and GC/MS Systems Data Analysis Application.

La identificacion de los VOCs presentes en los extractos se basé en los indices de retencién y
en la comparacidn de los espectros de masas. Para la identificaciéon inequivoca, ademas de la
comparacion con la base de datos de espectros (NIST/EPA/NIH Mass Spectral Library Version
2011), se utilizaron patrones de referencia. Los siguientes patrones fueron adquiridos de
Sigma Aldrich (Indianépolis, EE. UU.): acetato de sec-butilo, acetato de etilo, 2-hexanona, 3-
hexanona, hexanal, etilbenceno, p-xileno, o-xileno, estireno, a-pineno, benzaldehido, fenol, p-
cimeno, eucaliptol, D-limoneno, alcohol fenetilico, salicilato de etilo, B-cariofileno, humuleno,
a-farneseno, metacrilato de etilo, 2-metilbutirato de etilo, isovalerato de etilo, isononano,
butanoato de propilo, tiglato de etilo, metacrilato de isobutilo, butanoato de isobutilo, m-
etiltolueno, propanoato de isopentilo, 4-metilnonano, 3-metilnonano, acetato de hexilo, 2-
careno, o-dietilbenceno, decahidronaftaleno, m-etilestireno, tiglato de isobutilo, 1-undeceno,
p-etilanisol, p-metoxiestireno, acido n-caprilico, 2,2,4,4,6,8,8-heptametilnonano, a-cubebeno,
a-copaeno, guayacol isocariofileno, 2,6-di-tert-butilbenzoquinona, aromandendreno, éter
caprilico. Los siguientes patrones de referencia fueron adquiridos en Supelco (Bellefonte, PA,
EE. UU.): propanoato de etilo, isopentanol, isobutanoato de etilo, butanoato de etilo, acetato de
isopentilo, m-xileno, anisol, cumeno, o-etiltolueno, junipeno, mesitileno, sabineno,
hemimelliteno, a-deceno, hexanoato de etilo, a-Toluenol, p-dietilbenceno, benzoato de etilo, p-
etilfenol, naftaleno, p-etilguayacol, acido nonanoico, a-gurjuneno, -gurjuneno, a-elemeno,
valenceno, §-cadineno y hexacosano. La 2-butanona, la 3-pentanona, el 4-etilestireno y el 2-
etil-p-xileno fueron adquiridos de los proveedores Panreac (Chicago, EE. UU.), Alfa Aesar
(Massachusetts, EE. UU.), Alfa Chemistry (Nueva York, EE. UU.) y Fisher Scientific (Waltham,
EE. UU.), respectivamente.
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Los indices de retencion (IR) se calcularon de conformidad con el método de Kovats,
empleando, para el andlisis, una mezcla de parafinas, Cs-Cs0, (Alkanes Calibration Standard en
diclorometano, Sigma-Aldrich, Indianapolis, EE. UU.) de acuerdo con la siguiente férmula:

tr(x)_tr(n_ 1)
t,(n+1)—t.(n—-1

IR =100 ( ) + TlC(n_l))

donde t.(x) es el tiempo de retencion del analito; t(n-1) el tiempo de retencion de la parafina
que eluye inmediatamente antes que el analito; t(n+1) el tiempo de retencion de la parafina
inmediatamente posterior al analito; y nCp.;) el nimero de carbonos de la parafina
inmediatamente anterior al analito.

Para cada una de las muestras analizadas se realiz6 la integracion de los picos teniendo los
siguientes parametros de integracion (Evento-Valor-Tiempo): i) Initial Area Reject-0-Initial; ii)
Initial Peak Width-0,052-Initial; iii) Shoulder Detection-OFF-Initial; iv) Initial Threshold-13,7-
Initial. Los picos exclusivos de las muestras bajo estudio se determinaron de acuerdo con la
integracion anterior y empleando un tratamiento de resultados para cada experimento en el
cual se restan los picos del blanco. Para realizar una identificacion preliminar tentativa, a partir
de la badsqueda de libreria (Library Search Report), se seleccionaron aquellos picos con
espectros de masas para los cuales se obtuvo un porcentaje de similitud superior al 90%
respecto al VOC propuesto por la base de datos.

Finalmente, las cantidades relativas presentadas a lo largo del documento para cada uno de
los VOCs identificados se calcularon con base en su relacion de areas.

2.3 Resultadosy discusion

A continuacion, se presentan los resultados de la caracterizacién de los VOCs de la palma de
aceite evaluados en los dos sistemas de estudio descritos.

2.3.1 Perfil de volatiles del estipite de la palma de aceite

En estudios previos, Rochat et al. (2000) reportaron la 2-butanona, la 3-pentanonay el acetato
de sec-butilo como los compuestos constituyentes de la feromona de agregacién macho-
especifica del Strategus aloeus. De acuerdo con resultados preliminares en los cuales se
evidencié la presencia de dos de los VOCs previamente mencionados en el perfil de volatiles
procedentes del hospedero y alimento de S. aloeus, en primera instancia se realizé una
busqueda dirigida de los tres compuestos reportados en el sistema 1 (Tabla 2-2).

Tabla 2-2. Basqueda dirigida de los compuestos reportados por Rochat et al. (2000) en los extractos de
VOCs liberados por trozos estipite de la palma de aceite Elaeis guineensis.
(X= se encuentra presente; -= no se encuentra presente; ND=no detectable mediante la técnica analitica empleada)

VOCs (Metodologia de extraccion/Material adsorbente)

Compuestos reportados por

Rochat et al. (2000) HSD HS-MEFS
ORBO0-32 Porapak® DVB/CAR/PDMS
2-Butanona N.D. N.D. X
3-Pentanona N.D. N.D. X

Acetato de sec-butilo - - .
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La 2-butanona y la 3-pentanona fueron identificadas entre los VOCs liberados por trozos del
estipite de la palma de aceite de variedad Elaeis guineensis menores de 2 afios, utilizando la
misma metodologia de extraccion (HS-MEFS), con wuna fibra triple de
Divinilbenceno/Carboxeno/Polidimetilsiloxano (DVB/CAR/PDMS) que contiene dos
(DVB/PDMS) de los componentes de la fibra empleada en los estudios realizados por Rochat
etal (2000) (Tabla 2-2). Cabe resaltar no fue posible detectar la 2-butanona y la 3-pentanona
para los extractos de HSD debido a las condiciones analiticas requeridas para el analisis
cromatografico por GC-MS de los extractos en solucidn, tal y como se explicara mas adelante
al comparar las dos metodologias de extraccidn.

La 2-butanona y la 3-pentanona identificadas en el estipite de la palma de aceite han sido
reportadas previamente como compuestos atrayentes o constituyentes de feromonas para
distintas especies de insectos.131-137 Por un lado, la 2-butanona, cetona de 4 atomos de carbono,
ha sido reportada como atrayente para una gran variedad de especies de escarabajos del orden
Coleoptera,138 y familia Scarabaeidae.26.119139 De hecho, esta cetona fue identificada como uno
de los constituyentes del aroma del estiércol,119138-140 y del olor producido por las
inflorescencias de A. abyssinicus,139141 que resulta crucial en la atraccion de los escarabajos.
Por su parte, la 3-pentanona se reporta entre los compuestos secretados por las especies de
chinches Triatoma brasilenis y Triatoma infestans 42143 y de cucarachas Periplaneta
americana,** de los drdenes Hemiptera y Dictyoptera, respectivamente.

Ademas, la 2-butanona y la 3-pentanona también han sido reportadas como compuestos
organicos volatiles liberados por una gran variedad de plantas, algunas de estas pertenecientes
a las familias Rosaceae, Brassicaceae, Actinidiaceae y Oleaceae.!31145146 En particular, la
3-pentanona hace parte de los VOCs liberados por inflorescencias de especies de palmas
encontradas en Colombia, tales como Chelyocarpus ulei, Mauritia flexuosa y Wettinia kalbreyeri,
pertenecientes, al igual que Elaeis guineensis, a la familia Arecaceae.107

La deteccidn de la 2-butanona y la 3-pentanona entre los VOCs liberados por el estipite de la
palma de aceite, hospedero y alimento del insecto-plaga S. aloeus, sugiere que la fuente de estas
dos cetonas podria ser el hospedero del insecto lo que podria indicar su papel como
cairomonas en la interaccion E. guineensis-S aloeus. Sin embargo, para corroborar esta
hipotesis, se requiere la realizaciéon de bioensayos de atracciéon de individuos adultos de
S. aloeus. Como se menciond previamente, en el marco del macroproyecto que contiene la
presente investigacion, Arias (2019) realiz6 una evaluacion preliminar de la atraccion de estas
cetonas hacia el escarabajo-plaga de la palma de aceite empleando un olfatémetro en “Y” y los
compuestos puros. A pesar de que se evidencid la atracciéon de ambos sexos de S. aloeus hacia
ambos compuestos, no se obtuvieron resultados significativos. Lo anterior podria explicarse
por el hecho de que la concentracién es uno de los factores que afecta la respuesta de los
insectos frente a un VOC.97 Por lo anterior, seria conveniente realizar dichas evaluaciones con
los VOCs a distintas concentraciones y en mezcla con las potenciales feromonas.

= Caracterizacion de los VOCs del estipite de la palma de aceite menor de 2 afios

A continuacidn, se resumen los resultados de la caracterizacién de los VOCs liberados por
muestras de estipite de palma de aceite Elaeis guineensis menores de 2 afios (Tabla 2-3),
extraidos mediante las metodologias de extraccién HS-MEFS y HSD. Teniendo en cuenta que,
tal y como se mencioné anteriormente (Secciéon 2.2.2.), para ambas metodologias, cada
extraccidn se realiz6 para dos muestras vegetales por triplicado, se contaban con resultados
de la caracterizacién del perfil de volatiles de seis trozos de estipites menores de 2 afios. En la



Capitulo 2. Caracterizacion del estipite de Elaeis guineensis 33

siguiente tabla se presentan los VOCs que fueron detectados en al menos 3 muestras de estipite
y las cantidades relativas presentadas corresponden al promedio de tres determinaciones.

Tabla 2-3. Cantidades relativas de los VOCs detectados en el estipite de palma de aceite Elaeis guineensis
menores de 2 afios.

(IR= Indice de retencién; Std= identificado con base en el indice de retencién y espectro de masas de un patrén de
referencia; EM= detectado y propuesto de acuerdo con el indice de retencion y el espectro de masas reportado en
literatura; Cantidades relativas calculadas a partir del area del pico (%) y promedio de tres determinaciones: + <
1%, 1% <++<5%,5% < +++ <10%, 10% < ++++ < 20%, 20% < +++++, - = No detectado; ND: no detectable
mediante la técnica analitica empleada; *= reportados previamente como cairomonas o atrayentes para
escarabajos)

VOCs (Método de

extraccion/Material
No Compuestos Rexp. IRt o ente adsorbente)
(T6-1)  (x-1) HSD HS-MEFS
ORB0O-32  DVB/CAR/PDMS
1 2-Butanona* 573 582 Std ND ++
2 3-Pentanona 665 672 Std ND +
3 Isopentanol 724 727 Std + -
4 Isobutanoato de etilo* 739 738 Std +++++ ++
5 Metacrilato de etilo 767 775 Std + -
6 Hexanal 771 773 Std - ++
7 Butanoato de etilo* 782 789 Std ++++ ++
8 2-metilbutanoato de etilo* 838 841 Std +++ ++
9 Isovalerato de etilo 840 845 Std + +
10 Etilbenceno 842 844 Std - ++
11 p-Xileno 851 859 Std - +++
12 4-Metiloctano 858 868 EM - ++
13 Acetato de isopentilo 862 862 Std ++++ ++
14 Estireno 874 873 Std - +++
15 m-Xileno 875 858 Std - ++
16 Cumeno 910 911 Std - ++
17 a-Pineno* 922 933 Std ++ -
18 2,6-Dimetiloctano 928 937 EM ++ +
19 o-Etiltolueno 944 964 Std ++ ++
20 Mesitileno 949 955 Std + ++
21 Sabineno 956 967 Std ++ -
22 4-Metilnonano 958 967 Std ++ +
23 Hemimelliteno 975 999 Std ++ ++
24 a-Deceno 985 988 Std - +
25 2-Careno 1002 1001 Std ++ -
26 p-Cimeno 1005 1010 Std ++ -
27 D-Limoneno 1019 1022 Std - ++
28 2-Etil-p-xileno 1041 1064 Std - +
29 Decahidronaftaleno 1042 1054 Std - +
30 2-Metildecano 1055 1067 EM ++ -
31 1-Undeceno 1085 1087 Std - ++
32 Dureno 1132 1126 Std - +
33 Naftaleno 1156 1151 Std - ++
34 2,2,4,4,6,8,8- 1334 1323 Std + ++
Heptametilnonano
35 Junipeno 1397 1409 Std ++ +
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36 Cipereno 1423 1416 EM - ++
37 B-Cariofileno 1433 1428 Std ++ ++
38 trans-a-Bergamoteno 1438 1434 EM ++ -
39 Humuleno 1453 1446 Std ++ -
40 Aromandendreno 1461 1455 EM ++ ++
41 Curcumeno 1471 1469 EM ++ -
42 o-Muuroleno 1478 1488 EM ++ -
43 (+)-Valenceno 1481 1474 Std ++ -
44 6-Cadineno 1498 1512 Std - +
45 Eter caprilico 1651 1657 Std ++ -

Estos resultados muestran que se lograron identificar inequivocamente 37 VOCs por
comparacion con sus patrones de referencia e identificar tentativamente 8 VOCs, a partir de la
comparacion de los indices de retencidn y de los espectros de masas de asignaciones
suministradas por la base de datos con un porcentaje de similitud superior al 90%.

La composiciéon de los VOCs detectados para las muestras de estipite de Elaeis guineensis
menores de 2 afios se caracteriza por la presencia de alcanos, alquenos, cetonas, un éter y un
aldehido, compuestos de tipo mono y sesquiterpenos. La mayoria de estos tipos de compuestos
son caracteristicos de las plantas.147.148 No obstante, no todos los compuestos identificados han
sido reportados en organismos vegetales. De hecho, hasta donde se conoce, los siguientes VOCs
identificados en el estipite de la palma de aceite no han sido previamente reportados en
plantas: 4-metiloctano, 2,6-dimetiloctano, el éter caprilico, el decahidronaftaleno, el 2-careno,
el dureno y el 2-etil-p-xileno.13!

De los 45 VOCs detectados en los trozos de estipite (Tabla 2-3), el hexanal, m-xileno,
hemimelliteno, D-limoneno y naftaleno, detectados en los extractos de HS-MEFS, habian sido
reportados previamente en la caracterizacion del estipite de la palma de aceite realizada por
Zainol Hilmi et al. (2019) al evaluar los VOCs liberados por el estipite no infestado por
Ganoderma boninense empleando la misma metodologia de extraccién y la misma fibra
(DVB/CAR/PDMS).117

* Comparacion de las metodologias de extraccion empleadas.

Al comparar las dos metodologias de extraccion evaluadas para la caracterizacién del perfil de
volatiles de muestras de estipite de palma de aceite E. guineensis menores de 2 afos, a saber,
HS-MEFS y HSD -empleando una fibra de DVB/CAR/PDMS y ORBO-32 como materiales
adsorbentes-, se evidenci6 la complementariedad de las dos metodologias (Tabla 2-3). Por un
lado, se detectaron 18 VOCs liberados por el estipite de palmas de Elaeis guineensis menores
de 2 afios exclusivamente mediante la metodologia de HS-MEFS y 13 VOCs exclusivamente
mediante la metodologia de HSD. Los 14 VOCs sefialados en negrilla (Tabla 2-3) fueron
comunes para ambas metodologias de extraccion.

En dicha comparacidn, se detecté e identificé tentativamente una mayor cantidad de VOCs
para los extractos obtenidos mediante la metodologia de extracciéon por HS-MEFS que para los
extractos obtenidos por HSD -empleando hexano como solvente de extraccion-. Esto puede
deberse a que la extraccion mediante HS-MEFS se basa en la adsorcion de VOCs sobre una fibra
inerte y su posterior desorcion al interior de un cromatégrafo de gases para su analisis.*’ Lo
anterior significa que, para esta metodologia, se elimina la coelucién de VOCs con el solvente
y, adicionalmente permite realizar una adquisiciéon de datos por parte del detector de masas
desde el tiempo 0, sin poner en riesgo los filamentos del detector. Por el contrario, para las
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muestras en solucién obtenidas por la extraccién con HSD con hexano, se requiere de un
tiempo de retraso de adquisicidn de datos por la presencia del solvente de 3 minutos y existe
una coelucién de VOCs con el solvente de extraccion y posibles pérdidas de VOCs durante la
concentracion de los extractos. Lo anterior explica la deteccién e identificacion tentativa de la
2-butanona y la 3-pentanona que presentan un tiempo de retencién menor a 3 minutos, para
las cuales se indicd N.D. en los extractos obtenidos mediante HSD.

Adicionalmente, tal y como se sefiala en las caracteristicas de los materiales adsorbentes
empleados en este capitulo (Tabla 2-4), la fibra triple empleada en HS-MEFS permite detectar
una mayor cantidad de VOCs, posiblemente debido a que permite la extraccién de compuestos
que pueden encontrarse en el sistema en muy bajas concentraciones.

Tabla 2-4. Caracteristicas de adsorcion de los materiales adsorbentes empleados para la
caracterizacion de VOCs liberados por el estipite de Elaeis guineensis.*3149

. Tamafio Rango
Metodologia .
s s de aproximado _—
Adsorbente Composicion de . Caracteristicas
‘7 particula | de muestreo
extraccion .
(malla) de analitos
-Amplia gama de VOCs
Carbén de coco cetonas, alcoholes,
ORBO-32 activado HSD 20/40 CsaCao aldehidos (P.Eb.> 75 °C),
compuestos apolares.
olatiles -Adsorbente bipolar para
Divinilbenceno/ Vo y VOCs a nivel de trazas.
DVB/CAR/ semi-volatiles
PDMS Carboxeno/ HS-MEFS N.A. CiaC -Recomendado para
Polidimetilsiloxano PM340-;075 analitos de bajo peso
molecular (PM <90).

Ahora, teniendo en cuenta las composiciones de los adsorbentes, al emplear en HS-MEFS una
fibra triple DVB/CAR/PDMS, la captura de un amplio rango de tipo de compuestos organicos
volatiles puede verse favorecida por las caracteristicas distintas y complementarias de los
materiales de recubrimiento. Este puede ser el caso del a-deceno, decahidronaftaleno, dureno
y 6-cadineno, los cuales, para la HS-MEFS presentan una cantidad relativa inferior al 1%.

Vale la pena sefialar que, si bien no se observa un patrén entre los tipos de VOCs detectados
que permita definir una relaciéon entre estos y los materiales adsorbentes en términos de
afinidad por sus estructuras quimicas, se puede sugerir que los VOCs extraidos mediante
ambas metodologias, pueden estar presentando una mayor afinidad por los adsorbentes a base
de carbono como los tubos de ORBO-32 empleados en el HSD y la fase de carboxeno presente
en la fibra triple empleada en el HS-MEFS.150 Este puede ser el caso de los ésteres que fueron
extraidos para ambas metodologias, los cuales -a excepcion del metacrilato de etilo- fueron
detectados por ambas metodologias de extraccion.

Finalmente, la deteccién de ciertos VOCs inicamente mediante HSD puede deberse al mayor
tiempo empleado para las extracciones realizadas por dicha metodologia o a la posible
saturacion de las fibras de HS-MEFS que no permitieron su adsorcion al ser liberados por la
muestra vegetal al espacio de cabeza evaluado.

De acuerdo con lo anterior, la extracciéon, deteccién e identificacién tentativa exclusiva de
ciertos compuestos por un tipo de metodologia de extraccion y/o material adsorbente justifica
que, con el fin de obtener un amplio espectro de VOCs caracterizados en muestras naturales,
es importante emplear, de manera complementaria tanto diferentes técnicas de extraccion de
VOCs como diferentes materiales adsorbentes y solventes de extraccion. De hecho, vale la pena
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resaltar que, en la presente caracterizacion de los VOCs liberados por las muestras de estipites
de E. guineensis menores de 2 afios, tal y como se mencion6 previamente, para las muestras en
soluciéon obtenidas por HSD se emple6 unicamente un solvente apolar de extraccion
-hexano-.

2.3.2 Efecto de la infestacion de S. aloeus en el perfil de volatiles de
la palma de aceite

Para la palma infestada con machos de S. aloeus, se observa que los individuos de S. aloeus
construyeron galerias, destruyeron totalmente el bulbo del estipite de la palma de aceite,
probablemente consumiéndolo durante la infestacion de 2 meses (Figura 2-7).

_—
Z'__‘?
e

Figura 2-6. Evidencias de la infestacion a) de la palma joven y consumo total del bulbo b) por individuos
machos de S. aloeus procedentes de campo después de 2 meses. Foto: Dra. A. Romero-Frias.

Se identificaron 17 VOCs en total entre los VOCs liberados por una palma Elaeis guineensis
menor de 2 afios sana (blanco) y una palma semejante infestada con individuos machos
adultos de Strategus aloeus (Tabla 2-5).



Tabla 2-5. VOCs detectados en palmas de aceite Elaeis guineensis menor de 2 afios sana (S) e infestada (I).

(IR= indice de retencién; Std= identificado con base en el indice de retencién y espectro de masas de un patrén de referencia; EM= detectado y propuesto de acuerdo
con el indice de retencién y el espectro de masas reportado en literatura; Cantidades relativas calculadas a partir del area del pico (%): + < 1%, 1% < ++ < 5%, 5% < +++
<10%, 10% < ++++ < 20%, 20% < +++++, - = No detectado; *= reportados previamente como cairomonas o atrayentes para escarabajos)

VOCs extraidos por HSD (Estado de la palma evaluada y material
IRexp. IRiit. adsorbente empleado)
No. Compuesto (TG-Xli) (X-1) Fuente Sana Infestada
ORBO-32 Porapak® ORBO-32 Porapak®

1 Acetato de sec-butilo* 738 738 Std - - ++ S+
2 3-Hexanona 756 765 Std RTRIETS ++ - ++
3 2-Hexanona 759 761 Std e+ ++ - ++
4 Etilbenceno 843 844 Std +++ ++ + ++
5 p-Xileno 852 859 Std ++++ ++ + ++
6 Isononano 864 866 Std ++ + ++ ++
7 o-Xileno 875 876 Std - + + ++
8 m-Etiltolueno 947 943 Std ++ + - ++
9 3-Metilnonano 972 973 Std ++ + +
10 Hemimelliteno 978 999 Std ++ ++ + ++
11 Eucaliptol 1016 1019 Std ++ + + +
12 D-Limoneno 1018 1022 Std +++ - ++ -
13 p-Dietilbenceno 1034 1036 Std - ++ + ++
14 o-Dietilbenceno 1040 1041 Std - ++ + ++
15 m-Etilestireno 1067 1074 Std - ++ - ++
16 p-Etilestireno 1074 1072 Std - + - ++
17 Hexacosano 2599 2600 Std ++++ - - .




De los anteriores VOCs, vale la pena resaltar que unicamente el m-etiltolueno y el
m-etilestireno no han sido reportados previamente en plantas. Sin embargo, el m-etiltolueno
si ha sido reportado previamente como VOC producido por varias especies de hongos del
género Fusarium que puede tener como hospedera la palma de aceite.!5! Los resultados
obtenidos indican que para el caso de la palma de aceite Elaeis guineensis menor de 2 afios, que
ha sido atacada por Strategus aloeus, el perfil de VOCs liberados por el sistema variaron en su
cantidad con respecto a la palma sana. A continuacién, se sefialan los principales cambios
observados entre los VOCs detectados en la palma infestada respecto a la sana:

- Aumentd la cantidad de isononano, o-xileno, p-dietilbenceno, o-dietilbenceno y
p-etilestireno en la palma infestada con machos de Strategus aloeus procedentes de
campo.

- Disminuyé la cantidad de 3-hexanona, 2-hexanona, etilbenceno, p-xileno,
3-metilnonano, hemimelliteno, eucaliptol, D-limoneno y hexacosano en la palma
infestada.

No obstante, no se logra evidenciar ni establecer una tendencia clara de la variacion de los
VOCs detectados en el perfil de volatiles de la palma infestada con respecto a la palma sana
(Tabla 2-5). Sin embargo, de acuerdo con lo reportado en literatura con respecto a las
alteraciones y efectos producidos en la liberaciéon de VOCs en plantas atacadas por insectos, es
posible sugerir la variacién cuantitativa sefialada anteriormente para ciertos VOCs entre la
palma infestada y la palma sana, puede ser atribuida a la presencia de los insectos que atacaron
el bulbo del estipite de la palma joven.25 De hecho, en ecologia quimica son bien conocidos los
compuestos volatiles de plantas inducidos por la herbivoria (HIPV, Herbivore-Induced Plant
Volatiles, por sus siglas en inglés) que son mezclas de volatiles, principalmente volatiles de hojas
verdes (GLVs, Green Leaf Volatiles, por sus siglas en inglés), terpenos y compuestos aromaticos,
producidos por las plantas después de sufrir dafios en sus tejidos.152 El dafio producido por el
S. aloeus a la palma de aceite joven sembrada podria estar entonces afectando las rutas
biosintéticas de los derivados de acidos grasos, mediante las cuales se producen los GLV, y
explicar la variaciéon de isononano, 3-hexanona, 2-hexanona, 3-metilnonano y hexacosano.
Ademas, tal y como se ha reportado para distintas especies vegetales, tras dafos producidos
por herbivoros y como mecanismo de defensa quimica, el ataque de S. aloeus también podria
estar afectando la ruta alterna del acido acético que conlleva a la formacion de los terpenos y
asf, justificar la disminucién en la produccion del p-xileno, eucaliptol y D-limoneno en la palma
infestada.153-155

Adicionalmente, es importante resaltar que se identifico la presencia del acetato de sec-butilo
(senalado en negrilla) en la palma infestada por machos de S. aloeus, ausente en la palma sana.
Este VOC es de particular interés, teniendo en cuenta que corresponde al Unico compuesto
reportado por Rochat et al. (2000) como constituyente de la feromona de agregacién macho-
especifica de la especie Strategus aloeus que, a diferencia de los otros dos componentes
reportados por dichos autores, no fue detectado en el perfil de volatiles del estipite de Elaeis
guineensis. Las condiciones experimentales empleadas no permitieron establecer si la
procedencia de dicho compuesto era de la palma infestada o producido por los insectos
presentes en el sistema bajo estudio.



Capitulo 2. Caracterizacion del estipite de Elaeis guineensis 39

2.3.3 Perfil de volatiles de los sistemas 1y 2

En primer lugar, inicamente el p-xileno, el hemimelliteno y el D-limoneno, fueron detectados
tanto para los estipites menores de 2 afios como para la palma infestada (Tablas 2-3 y 2-5).
De estos, el D-limoneno ha sido previamente reportado como semioquimico para distintas
especies de coledpteros,!3! por ejemplo como cairomona de para el coledptero Dastarcus
helophoroides.156

Como se mencion6 previamente, a excepcion del 4-metiloctanoato, 2,6-dimetiloctano, éter
caprilico, decahidronaftaleno, m-metiltolueno y m-metilestireno, los demas VOCs identificados
han sido reportados previamente en el aroma de plantas. Los terpenos D-limoneno y el
a-pineno, y el bencenoide (-cariofileno corresponden a algunos de los VOCs mas comunes
encontrados en plantas con potenciales funciones atrayentes en insectos polinizadores.102

Por otro lado, entre los VOCs detectados en el perfil de volatiles de muestras de estipite de
Elaeis guineensis menores de 2 afios y en el perfil de volatiles de la palma E. guineensis
sembradas, varios han sido reportados previamente en el aroma floral de distintas especies de
plantas pertenecientes a la familia Arecaceae, cominmente conocida como la familia de las
palmas (Tabla 2-6).106107.110146157 [,0s compuestos en negrilla fueron reportados para
especies pertenecientes al género de palmas Bactris, el cual es uno de los géneros
representativos en Colombia que pertenece a la tribu Cocoeae a la cual también pertenece la
palma de aceite Elaeis guineensis.

Tabla 2-6. VOCs caracterizados en el estipite de Elaeis guineensis previamente reportados para palmas
de géneros pertenecientes a la familia Arecaceae.
(*=reportados previamente como cairomonas o atrayentes para escarabajos)

No. Compuestos Géneros de palmas Referencias
Aiphanes; Bactris; Ceroxylon; Chamaedorea; Knudsen et al,
. o (2001)107
1 3-Pentanona Chlyocarpus; Geonoma; Iriartea; Mauritia; Prestoea;
Wettinia Knudsen et al.
(2006)102
Asterogyne; Calyptrogyne; Geonoma; Nypa; Knudsen et al.
2 Isopentanol Pholidostachys; Welfia (2006)
Aiphanes; Bactris; Calyptrogyne; Ceroxulon; Knudsen et al.
. (2001)107
3 3-Hexanona Chamaedorea; Chelyocarpus; Geonoma; Iriartea;
Mauritia; Prestoea; Wettinia Knudsen et al.
’ ’ (2006)102
Knudsen et al.
(2001)107
. . Ervik et al.
Aiphanes; Ammandra; Aphandra; Bactris; Ceroxylon;
. (1999)106
4 Hexanal Chamaedorea; Chelyocarpus; Geonoma; Iriartea;
Mauritia; Phytelephas; Wettinia Azuma et al.
; phytelephas; (2002)157
Knudsen et al.
(2006)102
Azuma et al.
5 Butanoato de Asterogyne; Calyptrogyne; Geonoma; Pholidostachys; (2002)157
etilo Welfia Knudsen et al.
(2006)102
6 2-Metilbutanoato | Asterogyne; Calyptrogyne; Geonoma; Pholidostachys; Knudsen et al.
de etilo Welfia (2006)102
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Aiphanes; Asterogyne; Bactris; Calyptrogyne; Knudsen et al.
7 w-Pineno* Ceroxylon; Chamaedorea; Chelyocarpus; Geonoma; (2001)107
Iriartea; Mauritia; Pholidostachys; Prestoea; Welfia; Knudsen et al.
Wettinia (2006)102
8 Acetato de Asterogyne; Calyptrogyne; Geonoma; Pholidostachys; Knudsen et al.
isopentilo Welfia (2006)102
. Asterogyne; Calyptrogyne; Geonoma; Pholidostachys; Knudsen et al.
? Estireno Welfia (2006)102
Aiphanes; Bactris; Ceroxylon; Chamaedorea;
. . o Knudsen et al.
10 p-Cimeno Chelyocarpus; Geonoma; Iriartea; Mauritia; Prestoea;
.. (2001)107
Wettinia
Aiphanes; Ammandra; Aphandra; Asterogyne; Bactris;
11 Eucaliptol Calyptrogyne; Ceroxulon; Chamaedorea; Chelyocarpus; | Knudsen et al
p Geonoma; Iriartea; Mauritia; Pholidostachys; (2006)102
Phytelephas; Prestoea; Welfia; Wettinia
. Asterogyne; Calyptrogyne; Geonoma; Pholidostachys; Knudsen et al.
12 Cipereno Welfia (2006)102
13 trans-o- Asterogyne; Calyptrogyne; Geonoma; Pholidostachys; Knudsen et al.
Bergamoteno Welfia (2006)102
Aiphanes; Ammandra; Aphandra; Bactris; Ceroxylon;
. . Knudsen et al.
14 6-Cadineno Chamaedorea; Chelyocarpus; Geonoma; Iriartea; (2006)102
Mauritia; Phytelephas; Prestoea; Wettinia

Ahora, de los VOCs detectados en la caracterizacion del perfil de volatiles de E. guineensis
menores a 2 afios, bien sea de las muestras de estipite o de la palma sembrada, los siguientes
compuestos han sido reportados previamente como semioquimicos de distintas especies de
coledpteros: 2-hexanona, isovalerato de etilo, etilbenceno, 2-careno, p-cimeno, junipeno y
trans-a-bergamoteno.131

Particularmente, se conoce que las familias Anobiidae, Anthribidae, Aphodiidae,
Chrysomelidae, Geotrupidae, Nitidulidae, Phytidae, Scarabaeidae, Silphidae, Staphylinidae y
Tenebrionidae presentan entre sus regimenes alimentarios el consumo de raices, troncos y
materiales vegetales en descomposicién y por lo tanto son consideradas como rizéfagas y/o
saproéfagas. Ahora, si bien se ha definido que el escarabajo rinoceronte, plaga de la palma de
aceite, Strategus aloeus, es rizéfago por alimentase de raices y del estipite de palmas
jévenes,?+158 en estudios de su dindmica de reproduccion y observaciones en la manutencién
de dicho insecto se ha evidenciado que tanto adultos como larvas también se alimentan de
residuos de estipites en descomposicion.?615 Por lo anterior, considerando el régimen
alimentario de S. aloeus como rizéfago y saprofago y, teniendo en cuenta que los VOCs
presentados a continuacién han sido previamente reportados como atrayentes o cairomonas
para diferentes especies pertenecientes a las familias anteriores, se sugiere que los siguientes
VOCs, también pueden presentar dicha actividad bioldgica en el comportamiento de la especie
bajo estudio. Especificamente, se propone que los compuestos 2-butanona*326119.139 3-
pentanona, isopentanol, isobutanoato de etilo*1%® hexanal, butanoato de etilo*60 2-
metilbutanoato de etilo*,1¢0 acetato de isopentilo, a-pineno*¢! a-deceno, D-limoneno, 1-
undeceno, acido n-caprilico, B-cariofileno, §-cadineno, eucaliptol, y hexacosano., al haber sido
reportados como atrayentes o cairomonas, pueden estar jugando un rol en la sefalizacién e
identificacion del alimento y hospedero, que realiza el S. aloeus.13!

Se ha establecido que existe una relacion estrecha entre los metabolitos constituyentes de las
feromonas de agregacion de curculiénidos y su origen taxondmico.162 lo que ha mostrado que
especies pertenecientes a las mismas subfamilias comparten bien sea compuestos con
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semejanzas estructurales o ciertos compuestos iguales como constituyentes de sus respectivas
feromonas de agregacion. Por su parte, para la familia Scarabaeidae, en el marco del
macroproyecto de esta investigacion, Rodriguez (2019) logré establecer que las caracteristicas
estructurales de los componentes de los semioquimicos en general y no tinicamente de las
feromonas reportados para dicha familia, son consistentes dentro de las tribus de las
subfamilias.®> De acuerdo con lo anterior, podria esperarse que especies pertenecientes a la
misma familia puedan compartir VOCs atrayentes producidos por sus respectivos hospederos.
Teniendo en cuenta esto, los compuestos organicos volatiles sefialados en las tablas y en la
lista anterior con un asterisco (*), han sido reportados para la familia Scarabaeidae a la cual
pertenece el insecto-plaga de interés y, por tanto, pueden ser potenciales semioquimicos en la
interaccion E. guineensis- S. aloeus. Sin embargo, con el fin de confirmar la hip6tesis anterior,
se requieren estudios adicionales como bioensayos de atraccién de estos VOCs frente a
individuos adultos de ambos sexos de Strategus aloeus.

Comparando el numero de VOCs identificados (Tablas 2-3 y 2-5) es evidente que el sistema
1 presenta una mayor cantidad de VOCs que el sistema 2. Lo anterior puede deberse a que para
el sistema 2, al tener una palma sembrada, muchos VOCs liberados por la misma pueden ser
retenidos en el suelo, y las cantidades extraidas no son detectables analiticamente. Por otra
parte, tal y como se menciond, para el sistema 1 se emplearon trozos de estipite de E.
guineensis. Lo que implica que el estipite analizado fue mecanicamente afectado para obtener
la muestra y al afectar los tejidos vegetales, el sistema es sometido a un mayor estrés y por
tanto es posible que se genere una mayor cantidad de VOCs.1#7 Esto es evidente con la
presencia de compuestos tipicos de los perfiles volatiles de plantas con dafios fisicos como el
hexanal que corresponde a uno aldehidos Cs conocido entre los GLVs,191 el 3-cariofileno y el a-
pineno son terpenos que han sido reportados como HIPVs producidos bajo suelo por las raices
de distintas especies de plantas después de ser afectadas.!*” Adicional al dafio mecanico
producido al estipite para el sistema 1, vale la pena sefalar que durante las extracciones de los
VOCs realizadas para este sistema, las muestras vegetales siguieron un proceso de
descomposicion que justifica ademas la liberacion de una mayor cantidad de volatiles.163
Si bien en investigaciones previas se ha sefialado que es dificil determinar si los volatiles
asociados con los materiales vegetales muertos o en descomposicién surgen directamente de
las células de las plantas o si son producidos por microorganismos que utilizan los materiales
vegetales como energia y fuentes de carbono, se ha evidenciado que el proceso de
descomposicion de la materia vegetal se refleja en la composicién quimica de volatiles
producidos por las plantas en este estado. Por ejemplo, los siguientes compuestos
identificados en el sistema 1 han sido previamente reportados para plantas en
descomposicion: isopentanol, isobutanoato de etilo, butanoato de etilo, etilbenceno, p-xileno y
m-xileno.!6* Asimismo, se ha reportado también que los compuestos como el isobutanoato de
etilo, el butanoato de etilo y 2-metilbutanoato de etilo corresponden a compuestos asociados
a la fermentacion de tejidos vegetales que han demostrado ser atrayentes para el coledptero
Rhynchophorus ferrudineus que generan un efecto sinérgico en la atraccion de su feromona de
agregacion empleada para su captura en trampas cebadas.165 165

2.4 Conclusiones

= Por primera vez se caracterizd el perfil de volatiles del estipite de la palma de aceite Elaeis
guineensis, hospedero y alimento del escarabajo-plaga Strategus aloeus. Se identificaron
inequivocamente la 2-butanona y la 3-pentanona como componentes del perfil de volatiles
emanado por E. guineensis. Teniendo en cuenta que estos compuestos fueron reportados
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previamente por Rochat et al. (2000)26 como componentes de la feromona del Strategus
aloeus, su deteccion en el alimento y hospedero de este insecto-plaga, sugiere que podrian
desempefiar un posible rol como cairomona en la interaccion planta-insecto.

Se identifico al D-limoneno tanto en el perfil volatil de muestras de estipite, como para las
palmas sana e infestada sembradas. Este VOC ha sido reportado previamente como
atrayente para varias especies de coledpteros, lo que podria indicar que este VOC participa
en la interaccion planta-insecto.

En el perfil de volatiles del estipite de la palma de aceite se identificaron los siguientes
VOCs que han sido reportados previamente como atrayentes o cairomonas para distintas
especies de escarabajos: 2-butanona, isobutanoato de etilo, butanoato de etilo, 2-
metilbutanoato de etilo y a-pineno. Por lo tanto, estos VOCs y principalmente los ésteres
mencionados, podrian ser potenciales compuestos liberados por el estipite de la palma de
aceite, actuando como atrayentes para el Strategus aloeus, y podrian presentar un alto
efecto sinérgico en la atraccién con los constituyentes de su feromona. No obstante, se
requieren otros estudios para confirmar su funcion.

La identificacidn exclusiva del acetato de sec-butilo en la palma Elaeis guineensis infestada
por machos de S. aloeus, sugiere que este compuesto podria desempefar un papel
determinante en la interaccion planta-insecto.




3.Identificacion de los VOCs liberados por
insectos adultos de Strategus aloeus

El escarabajo rinoceronte o torito, Strategus aloeus, es una de las principales plagas de
importancia econ6mica en los cultivos de palma de aceite a nivel nacional (Figura 3-1).16 Desde
hace 2 décadas se ha buscado implementar el control etologico para el S. aloeus. En el marco de
la investigacion para esta tactica de control, este capitulo busca aportar en la caracterizacién
de los VOCs liberados por individuos de S. aloeus y aquellos VOCs propuestos como posibles
componentes de su feromona. Para tal fin, inicialmente se presentan algunos ejemplos de
feromonas de escarabajos plaga y casos exitosos de control etolégico de estos. Enseguida, se
presentan la metodologia y resultados obtenidos.

Figura 3-1. Individuos de Strategus aloeus procedentes de campo. Izquierda: Macho, Derecha: Hembra.
Fotografia: V. Vidal-Medina.

3.1 Antecedentes

Los escarabajos son el grupo de animales mas grande del mundo, representando una quinta
parte de todos los organismos vivos conocidos y una cuarta parte de todos los animales. La gran
diversidad bioldgica de este orden de insectos se refleja en la diversidad estructural de las
feromonas de agregacion y sexo producidas por estos insectos.16¢ Las estructuras quimicas que
actian como feromonas para coledpteros van desde cadenas aciclicas (no ramificadas,
ramificadas y/o funcionalizadas) hasta lactonas, macrolidos (de origen de acidos grasos),
compuestos aromaticos monociclicos (generalmente de origen aminoacidico), y heterociclos de
oxigeno biciclicos (con origen de acidos grasos o isoprenoide). 167
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Los coledpteros pueden producir los compuestos de sus feromonas mediante las siguientes
formas principales: 1) biosintesis de novo; 2) modificacion estructural de los compuestos de su
hospedero alimenticio; y/o, 3) secuestro de compuestos de su hospedero. 168

Se sefiala que las clases de feromonas de coledpteros sugeridas por su biosintesis de novo
corresponden a las feromonas tipo isoprenoide y a aquellas derivadas de A&cidos
grasos.166169Por su parte, la biosintesis de feromonas derivadas de terpenos mediante la
modificacion de compuestos de su hospedero se ha estudiado predominantemente en
escolitidos y cucujidos.166169 En los coledpteros, el secuestro de compuestos de su hospedero
para su posterior uso como feromonas en su forma no modificada es poco comun.1¢7 De hecho,
como se senald, dado que la produccion de feromonas a menudo se asocia con la alimentacion,
experimentalmente es dificil distinguir entre los compuestos del huésped liberados por los
alimentos masticados o las heces, y los que son secuestrados por los insectos y liberados mas
tarde. Como ejemplos del secuestro de compuestos de su hospedero se ha sugerido que
Dendroctonus pseudotsugae obtiene y secuestra el limoneno de la oleorresina del abeto
Pseudotsuga menziesii durante su alimentacion. Ambos sexos liberan dicho monoterpeno con
sus respectivos componentes de feromonas de agregacion. Sin embargo, vale la pena resaltar
que se ha sugerido que el limoneno funciona como un compuesto sinergista para provocar un
ataque masivo de su hospedero y no como un constituyente de la feromona de la especie
invasora.166

Para la mayoria de coledpteros pertenecientes a las familias Scarabaeidae y Anobiidae se ha
reportado que las feromonas se producen en el abdomen, en glandulas definidas, o a través de
grupos de células que no pueden formar glandulas pero que se encuentran en ubicaciones
anatomicas definidas.56166169170 Adicionalmente, se han reportado otras ubicaciones
anatémicas menos comunes para ciertas especies. Por ejemplo, el estafilinido Batrisodios
oculatus tiene sus glandulas productoras de feromonas putativas en las antenas,!’! el gorgojo
Tribolium castaneum en las extremidades anteriores,'”2 y el cerambicido Xylotrechus
pyrrhoderus en su protérax.173

Varios factores ambientales y mecanismos fisiolégicos pueden gobernar la liberaciéon de las
feromonas. Entre los anteriores, se incluyen el ritmo circadiano, la temperatura, la presencia de
fuentes de alimentos y la edad de los insectos.2> Adicionalmente, la alimentacién, la madurez
sexual y la densidad poblacional también pueden ser factores de gran importancia en la
liberacion de las feromonas en coledpteros.166.169

3.1.1 Feromonas de escarabajos

Para los escarabideos, coledpteros pertenecientes a la familia Scarabaeidae, la mayor parte de
las investigaciones en ecologia quimica se ha centrado en las subfamilias Cetoniinae,
Melolonthinae, Dynastinae y Rutelinae debido a su importancia econémica como plagas
agricolas. Asi, se han reportado feromonas sexuales sélo para especies de las subfamilias
Rutelinae y Melolonthinae y feromonas de agregaciéon para especies pertenecientes a la
subfamilia Dynastinae a la cual pertenece el S. aloeus, insecto-plaga de interés en la presente
investigacion.124

Por un lado, las feromonas sexuales, generalmente producidas por hembras de varias especies,
que han sido identificadas incluyen una amplia variedad de estructuras derivadas de acidos
grasos y derivados de isoprenoides y aminoacidos.>3174-176 En el caso de los meloldntinos
(familia Melolontidae), las feromonas sexuales corresponden principalmente a compuestos
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derivados de aminoacidos y terpenoides. Una de estas es, por ejemplo, la feromona sexual
identificada en las glandulas abdominales de Holotrichia parallela identificada como
L-isoleucina metil éster o el anisol identificado para Holotrichia consanguinea. Para esta dltima
se evidencié una atraccién hacia ambos sexos, sugiriendo su posible papel como feromona de
agregacion. Sin embargo, los despliegues comportamentales derivados de la exposicion de la
feromona eran sexuales.

En el caso de las especies de escarabajos pertenecientes a la subfamilia Rutelinae, también se
han reportado feromonas sexuales, hembra especificas, constituidas por derivados de acidos
grasos. El ejemplo mas importante y exitoso para esta subfamilia corresponde al (R)-japonilure
para Popillia japonica, que demostré la selectividad enantiomérica ya que el enantiémero (S)
redujo la atraccion de los machos conespecificos. Para Anomala rufocuprea se identificé como
componente mayoritario el 5-(Z)-tetradecenoato de metilo.

Para la subfamilia Cetoniinae se ha reportado la primera feromona sexual macho-especifica
correspondiente a la (R)-y-decalactona para Osmoderma eremita constituida por el atrayente
para hembras pero fisiol6gicamente activa para ambos sexos.177

Por otro lado, para la subfamilia Dynastinae, se han reportado feromonas de agregaciéon macho-
especificas para cuatro especies del género Oryctes (0. monoceros, O. rhinoceros, 0. agamemnon
y O.elegans).77128178-180 Estructuralmente, los constituyentes de estas feromonas corresponden
a compuestos de cadenas cortas derivados de acidos grasos. Los bioensayos de laboratorio de
0. rhinoceros sugirieron que ademas de la feromona de agregacién, constituida por el
4-metiloctanoato de etilo, el 4-metilheptanoato de etilo y el acido 4-metiloctanoico, su
comunicacion quimica puede implicar también una feromona sexual producida por hembras,
pero hasta el momento esta no ha sido aislada ni identificada.178

En el marco del macroproyecto en el que se desarrolla esta investigacion, Rodriguez (2019)95
realizé una revision actualizada de los 671 VOCs que median la comunicacién quimica para 240
especies de la familia Scarabaeidae. Por medio de la clasificacién y agrupamiento de la
informacion recolectada, determiné los VOCs predominantes en cada subfamilia de
escarabideos. Asi como para la familia Curculionidae, para la cual se ha establecido que existe
una relacion estructural en concordancia con la taxonomia de las subfamilias Dryophthorinae
y Entiminae,162 con esta revisidn, Rodriguez sefial6 que, en el caso de la familia Scarabaeidae
las caracteristicas estructurales de los semioquimicos reportados son consistentes dentro de
las tribus de cada una de las subfamilias.?>

Finalmente, para escarabajos pertenecientes a la subfamilia Dynastinae, se han reportado como
constituyentes de las feromonas de agregacién los siguientes ésteres, alcoholes y pacidos
carboxilicos (Figura 3-2):

45
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Figura 3-2. Estructuras quimicas de los componentes identificados de feromonas de agregacion de
escarabajos de la subfamilia Dynastinae, tribu Oryctini.

3.1.2 Semioquimicos para el manejo de Strategus aloeus en cultivos
de palma de aceite

Mediante la metodologia de extraccion por HS-MEFS (Headspace o espacio de cabeza estatico
mediante Micro Extraccién en Fase So6lida) y de andlisis, identificaciéon y cuantificacién por
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS) y a ionizacién en llama
(GC-FID), Rochat et al. (2000) detectaron, identificaron y cuantificaron la 2-butanona, la
3-pentanona y el acetato de sec-butilo en una proporcién de 95,5:4,0:0,5, como los
constituyentes de la feromona de agregaciéon macho-especifica de individuos de S. aloeus.2¢

Debido a que con el uso en campo de los VOCs reportados por Rochat et al (2000) como
componentes de la feromona del S. aloeus, no se ha logrado obtener el efecto esperado de
agregacion en el manejo de esta plaga, 27 en este capitulo se presenta una nueva identificacién
de VOCs macho-especificos como potenciales componentes de la feromona del S. aloeus que
sirvan como base para una propuesta de manejo del insecto-plaga en cultivos de palma de
aceite.

3.2 Metodologia

3.2.1 Obtencion de los insectos

Se establecieron colonias con insectos adultos de Strategus aloeus procedentes de cultivos
comerciales de palma de aceite y de cria. Los especimenes procedentes de campo, de edad y
estado de apareamiento desconocidos, fueron colectados en las plantaciones comerciales de
palma de aceite “Manuelita Aceites y Energia” localizadas en el municipio de San Carlos de
Guaroa (Meta, Colombia)- coordenadas geograficas N3° 53’ 4” W73°19’ 41”- y del “Palmar del
Oriente” localizadas en el municipio de Villanueva (Casanare, Colombia)-coordenadas
geograficas N4°31'27,1" W72°51'20,9"-. La captura se realiz6 mediante excavaciones en
galerias construidas por adultos en palmas ubicadas en los lotes jévenes de renovacién en los
cuales se habia evidenciado la presencia de la plaga.
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Por su parte, los insectos de cria fueron obtenidos a través de la metodologia desarrollada y
estandarizada por el Centro de Investigacion en Palma de Aceite (CENIPALMA) en el “Palmar
de las Corocoras”, Campo Experimental de CENIPALMA de la zona Oriental, localizado en
Cabuyaro, municipio de Paratebueno, (Cundinamarca, Colombia)- coordenadas geograficas
N4°22'4,7” W73°10'19,4”-. La cria se establecié con ejemplares de la especie en diferentes
estados de desarrollo (adultos recién emergidos, larvas de ultimo instar y pupas), recolectados
mediante inspeccién en estipites en descomposicion en lotes de renovacion de palma de aceite.

Las captura tanto de individuos adultos como de ejemplares en diferentes estados de desarrollo
se realiz6 en cumplimiento del permiso de recolecciéon otorgado por la ANLA a Cenipalma,
Resolucién 2431 de 2018 (Anexo A).

Los insectos adultos de ambas procedencias fueron trasladados hasta el Laboratorio de
Investigaciones Basicas (LIB) de la Universidad Nacional de Colombia en Bogot3, en donde, al
llegar, se realiz6 el registro que incluyé las siguientes caracteristicas: sexo, tamafio, edad,
procedencia, alimento, fecha de captura (individuos de campo) o fecha de emergencia
(individuos de cria), fecha de llegada a Bogot3, fecha de fallecimiento, tiempo de vida y duracion
en Bogota.

Adicionalmente, los insectos adultos fueron diferenciados sexualmente, considerando las
siguientes caracteristicas de dimorfismo sexual descritas para esta especie: 1) presencia de
tubérculos, cuernos o fosetas en la cabeza y en el pronoto (Figura 3-3); 2) margen lateral de
los élitros femeninos sencillo; y, 3) forma y curvatura del pigidio (Figura 3-4). Ademas de las
caracteristicas anteriores, los adultos machos presentan un mayor tamafo (~5-6cm) que las
hembras (~3-4cm) ( Figura 3-5).89

Figura 3-3. Caracteristicas de dimorfismo sexual de Strategus aloeus (Scarabaeidae: Dynastinae:
Oryctini) a) pigidio de hembra, b) pidigio de macho, c) vista frontal de paramero de macho, d) vista lateral
de pardmero de macho. Adaptado de Sanabria (2012).

Figura 3-4. Cabeza y pronoto de machos de Strategus aloeus. Adaptado de Sanabria (2012).

47
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Figura 3-5. Diferencia en tamafio y morfologia de insectos adultos de Strategus aloeus: Hembra
(izquierda). Macho (derecha). Foto: V. Vidal-Medina.

Los individuos de cada sexo y procedencia se mantuvieron separados en recipientes de plastico
con orificios en las tapas provistos de estipite como fuente de alimento, suelo organico
proveniente de cultivos de palma de aceite como sustrato, bajo condiciones controladas de
temperatura y humedad relativa (26°C £ 2°C, 70% * 10% HR) y un fotoperiodo de 12:12h. Como
fuente de alimento se les suministro estipite de palma de aceite, que se reemplaz6 tres veces
por semana y a su vez, se agregaron gotas de agua para garantizar la humedad del suelo.

3.2.2 Extraccion de los VOCs de machos y hembras de Strategus
aloeus

Para la extraccion de los VOCs liberados por los insectos de Strategus aloeus provenientes de
campo y de cria, se emplearon las metodologias de extraccion HS-MEFS y HSD, descritas
previamente para la extraccion de VOCs liberados por el estipite de la palma de aceite (Capitulo
2,Seccion 2.2.2). Adicionalmente, se emple6 la metodologia de extraccion directa con solvente
de la glandula de individuos machos y de los ultimos segmentos abdominales para hembras
procedentes de campo.

Con el objetivo de establecer las condiciones experimentales de extraccion mediante las
metodologias de espacio de cabeza para la deteccion de los VOCs liberados por individuos de
Strategus aloeus de ambos sexos, procedentes tanto de campo como de cria, se realizaron
experimentos preliminares empleando diferentes cantidades de insectos adultos -en presencia
y ausencia de alimento-, para HS-MEFS diferentes tiempos de equilibrio y de exposicién de las
fibras. Para HDS se emplearon tiempos de aireacién de los sistemas y cuatro materiales
adsorbentes (MonoTrap™ Monolithic Material Sorptive Extraction, GL Sciences Inc., Tokio,
Japon; ORBO-32 Standard Charcoal Tubes, Supelco, Bellefonte, PA, EE. UU.; Hayesep® D80/100
DVB, Supelco, Darmstadt, Alemania; y, Porapak® Q50/80, Supelco, Bellefonte PA, EE. UU.).
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= Extraccion de VOCs liberados por adultos de S. aloeus mediante HS-MEFS

Los VOCs liberados por los insectos fueron recolectados mediante fibras poliméricas de
Divinilbenceno/Carboxeno/Polidimetilsiloxano (DVB/CAR/PDMS, 50/30 pum de espesor,
Supelco, Bellefonte, PA, EE. UU.), empleando el montaje presentado en la Figura 3-6, bajo
condiciones controladas de temperatura y humedad relativa (26°C + 2°C, 70% + 10% HR) en
recipientes de 1L disefiados especialmente para la especie bajo estudio.

Cada extraccion se realizé con insectos diferentes de ambas procedencias, empleando 10
minutos de tiempo de equilibrio para la formacién del headspace y 40 horas de exposicidn de
la fibra. Las extracciones se realizaron por duplicado con 2 insectos en cada recipiente, en
ausencia de alimento y de suelo. Para cada extraccion se realizé un blanco, el cual consistié en
el mismo montaje vacio.

Camara
de
espacio
de
cabeza

Insectos

Figura 3-6. otaje empleado para la extraccion de los VOCs liberados por Strategus aloeus mediante
HS-MEFS. Foto: V. Vidal-Medina.

= Extraccion de VOCs liberados por adultos de S. aloeus mediante HSD

Los VOCs liberados por los insectos de ambas procedencias, se recolectaron mediante la
metodologia de HSD empleando tubos de carbdn activado (ORBO-32 Standard Charcoal Tubes,
Supelco, Bellefonte, PA, EE. UU.). Para individuos de campo también se emplearon columnas de
vidrio que contenian 50 mg del polimero adsorbente conformado por un copolimero de
etilvinilbenceno-divinilbenceno conocido como Porapak® (Q50/80 (Supelco, Bellefonte PA,
EE. UU.). La extraccidn en simultaneo con ambos materiales adsorbentes para individuos de
campo se consiguié mediante el uso de acoples “T” y recipientes de 5 L disefiados especialmente
para la especie de estudio (Figura 3-7)
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Las extracciones se llevaron a cabo durante 30 dias bajo condiciones controladas de
temperatura y humedad relativa (26°C + 2°C, 70% * 10% HR) con grupos de 10 individuos de
cada sexo por separado, en presencia de 30 g de estipite como fuente de alimento. Se mantuvo
una aireacién constante con un flujo de aire de 1.0 L/min que fue humidificado y filtrado con
una trampa de agua y carbdn activado antes de su ingreso a la cAmara de headspace. Para ambas
procedencias de insectos, como blanco se emple6 un montaje constituido por el recipiente con
una muestra de estipite de 30 g.

Flujo de aire

-

I -

Figura 3-7. Montaje empleédo para la extracciéon de los VOCs liberados por Strategus aloeus mediante
HS-MEFS. Foto: V. Vidal-Medina.

Los VOCs recolectados por HSD en los materiales adsorbentes empleados fueron eluidos cada
semana con ~300 pL de hexano de grado HPLC (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Alemania). Estos
extractos fueron concentrados con una corriente de nitrégeno hasta un volumen final de 50 pL,
y posteriormente analizados por GC-MS. Los extractos de cada semana se unieron y mezclaron
con el objetivo de aumentar la concentracidn de los VOCs.

Adicionalmente, con el objetivo de comparar materiales adsorbentes y solventes de extraccion
(hexano y diclorometano) en la extracciéon de VOCs liberados por individuos de campo, se
realizé una extraccién bajo las mismas condiciones de temperatura, humedad y flujo
mencionadas anteriormente, durante 7 dias con grupos de 6 individuos de cada sexo, por
separado. Esto, modificando el montaje de extraccion con tres acoples “T” para la realizacién de
la adsorcion simultanea empleando 2 tubos ORB0-32 y 2 columnas de vidrio con 50 mg de
Porapak® para su posterior eluciéon con ambos solventes de extraccion.

= Extraccidn directa con solvente de VOCs presentes en glandulas de S. aloeus.
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La tercera metodologia de extraccion empleada correspondi6é a la extraccidon directa con
solvente de los compuestos organicos volatiles contenidos en la glandula de individuos machos
de S. aloeus procedentes de campo y, para individuos hembras, a falta de presencia de dicha
glandula, aquellos contenidos en los tltimos segmentos abdominales (Figura 3-8). La diseccién
de la glandula y los dltimos segmentos abdominales fue realizada durante las primeras horas
de la madrugada (2:00-5:00 h), periodo reportado como horario de mayor actividad de esta
especie, y en el cual se reporta el llamado realizado por los machos presentes en las galerias.26
La extracciéon se realiz6 para 4 individuos adultos de S. aloeus diseccionando la parte
identificada como gldndula en los machos, y en las hembras los ultimos segmentos
abdominales. Las extracciones se realizaron en un tiempo que no superé una semana después
de la llegada de los insectos a Bogota. Previo a la diseccidn, los insectos fueron inmovilizados
mediante un choque térmico en congelador a -20°C + 2°C durante 20 minutos. La extraccién de
las partes diseccionadas se realizé durante 5 minutos. Se, utilizaron dos solventes de polaridad
contrastante: hexano y diclorometano grado HPLC (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Alemania).181

Figura 3-8. Partes del insecto diseccionadas para la extraccion de VOCs directa con solvente de
individuos de S. aloeus procedentes de campoa) Ultimos segmentos abdominales de una hembra adulta
y b) gldndula de un macho adulto. Foto: Dra. A. Romero-Frias.

3.2.3 Analisis e identificacion de los VOCs extraidos

El analisis de los extractos se realiz6é por GC-MS en el modo ionizaciéon electronica (EM-IE) en
un cromatégrafo de gases HP 6890 Series GC acoplado a un espectrémetro de masas HP 5973
(Hewlett Packard, Palo Alto, EE. UU.), equipado con una columna capilar TG-1MS (30 m x 0.25
mm i.d., 0.25 pm espesor de particula; Thermo Scientific, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
EE. UU.), bajo las mismas condiciones descritas para el estipite de la palma de aceite (Capitulo
2, Seccion 2.2.3). El programa de temperatura empleado fue adaptado y ajustado del programa
reportado por Rochat et al. (2000):26 35°C durante 1 minuto de temperatura inicial, seguido de
un calentamiento hasta 40°C (1 minuto), con una rampa de calentamiento de 2°C/min, seguido
por un calentamiento hasta 250°C (25 minutos) con una rampa de calentamiento de 7°C/min.

Laidentificacion tentativa de los VOCs liberados por ambos sexos de S. aloeus procedentes tanto
de campo como de cria, se realiz6 de idéntica manera a la descrita para el estipite de la palma
de aceite (Capitulo 2, Seccién 2.2.3). Para confirmar la identificaciéon de los VOCs detectados,
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aunado a los compuestos mencionados en el capitulo anterior, se adquirieron comercialmente
los siguientes patrones: preniteno (Alfa Aesar, Massachusetts, EE. UU.); 3-hexanol,
bis(metiltio)metano, sec-butilbenceno, a-ionona, (Supelco, Bellefonte, PA, EE. UU.); 1-etil-4-
metilciclohexano Fisher Scientific (Waltham, EE. UU.); 1,3-dimetilnaftaleno, 1-docosanol, 1,1-
dimetilciclohexano, isononano, m-dimetoxibenceno, 2,7-dimetilnaftaleno, 1,6-
dimetilnaftaleno, tujopseno (Sigma Aldrich, Indianapolis, EE. UU.), 4-metiloctanoato de etilo
(ingrediente activo obtenido del interior del difusor comercial bm Kabuto (Shin - Etsu Chemical
Co., Ltd.,, Tokio, Japon) -el cual se trasvasé del interior del difusor a un vial- y, el 2,4,7,9-
tetrametil-5-decin-4,7-diol (BLD Pharmatech Ltd, Shanghai, China).

La cantidad relativa de cada uno de los VOCs identificados para cada sexo y extraidos mediante
cada metodologia se determindé con base en su relacion de areas.

3.3 Resultadosy discusion

3.3.1 Colonias de S. aloeus establecidas bajo condiciones de
laboratorio

En primer lugar, tal y como se evidencia y era de esperarse, los machos de S. aloeus empleados
en la presente investigacion poseian un tamafio mayor que las hembras y, los individuos
capturados en campo eran de mayor tamafio que sus conespecificos de cria (Figura 3-9).
Adicionalmente, también se observd lo sefialado por Pallares et al. con respecto a la existencia
de varios tamafios de machos adultos.?*

Por otro lado, de acuerdo con lo reportado por Aldana et al. (2017), bajo condiciones de
cautiverio, en el campo experimental de la zona oriental (28,1 + 1,1 °Cy 64 £ 5 % de HR), la
longevidad de las hembras es mayor que la de los machos (89 + 24 dias y 58 = 38 dias,
respectivamente).?3 Sin embargo, bajo las condiciones de manutencién de las colonias
establecidas en laboratorio en la presente investigacion, se observa una mayor duracion de los
machos con respecto a las hembras (66 + 36 dias y 44 + 23 dias, respectivamente) y ambas
longevidades menores a las reportadas (Figura 3-10). Adicionalmente, para ambos sexos se
evidencia que los individuos de cria presentan una mayor duraciéon que los individuos de
campo. Lo cual puede atribuirse a la edad fisioldgica de los insectos, ya que como se mencion6
previamente, para los individuos procedentes de campo se desconoce su edad al momento de
la captura.
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Figura 3-9. Distribucién de tamafio de insectos a) machos y b) hembras de Strategus aloeus.
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Figura 3-10. Distribucion de la duracion de adultos a) machos y b) hembras de Strategus aloeus.

Con el fin de establecer cudles eran las condiciones analiticas requeridas para que los VOCs
macho-especificos fueran detectables, se realizaron experimentos preliminares en los que se
variaron parametros experimentales tales como la cantidad de insectos, la presencia o ausencia
de alimento y suelo, el tiempo de exposicidn o aireacién y el material adsorbente. Se determiné
que para la extraccion por HS-MEFS, se requeria un minimo de 2 insectos sin alimento ni suelo
y un tiempo de exposicién de la fibra minimo de 40 h, mientras que para la extraccién por HSD,
se requerian al menos 6 individuos en presencia de alimento, y un tiempo de aireacién de 7
dias, empleando ORBO-32 y Porapak® como materiales adsorbentes.

3.3.2 VOCs liberados por S. aloeus

Se detectaron e identificaron 34 VOCs para los insectos de S. aloeus (Tabla 3-1). Los 26 VOCs
sefialados con un asterisco (*) corresponden a los VOCs identificados exclusivamente en
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machos de Strategus aloeus, en hembras conespecificas y en ambos sexos de esta especie, que,
adicionalmente habian sido previamente detectados en la caracterizacion del estipite de la
palma de aceite. Los 11 VOCs sefialados en negrilla corresponden a los VOCs detectados
exclusivamente para insectos macho de S. aloeus.

Por un lado, se detectaron e identificaron tentativamente 2-butanona, éter caprilico y
hexacosano como VOCs liberados exclusivamente por individuos machos de Strategus aloeus,
extraidos mediante HS-MEFS en individuos de cria, extraccion directa con diclorometano y
extraccion directa con ambos solventes en individuos de campo, respectivamente. Los
anteriores VOCs adicionalmente habian sido previamente detectados en el estipite de la palma
de aceite en el Capitulo 2. Para hembras, se detecté exclusivamente el 4-metiloctano como VOC
que habia sido detectado previamente en el perfil de volatiles del estipite de la palma de aceite
y extraidos para hembras de campo mediante HSD. A pesar de que para coledpteros los casos
de secuestro de VOCs de su hospedero es escaso, la deteccién de los compuestos anteriores
liberados por los individuos puede sugerir que, el sexo que libera dichos VOCs de manera
exclusiva, puede estarlos empleando en su comunicacién.166

Entre los VOCs liberados exclusivamente por uno de los dos sexos que provienen de la palma,
particularmente se observa que la 2-butanona, identificada previamente entre los VOCs del
estipite de la palma de aceite, se detect6 exclusivamente entre los VOCs liberados por
individuos machos de S. aloeus procedentes de campo. Como se menciondé anteriormente, dicha
cetona habia sido reportada por Rochat et al. (2000) entre los constituyentes de la feromona de
agregacién macho-especifica. Su deteccion tanto en el hospedero y alimento del insecto, asi
como entre los VOCs exclusivamente liberados por machos de S. aloeus pueden sefialar que este
compuesto podria estar presentado una doble funcién: como cairomona en la interaccion
planta-insecto, y como feromona entre los insectos.37-39

Por otro lado, de los VOCs detectados previamente en el perfil de volatiles del estipite de la
palma de aceite y liberados por ambos sexos de Strategus aloeus, la 2-hexanona, el etilbenceno,
el p-cimeno, el junipeno y el trans-a-bergamoteno han sido reportados en literatura como
semioquimicos de coledpteros con un régimen alimentario distinto al de S. aloeus y el hexanal,
el D-limoneno, el 1-undeceno y el cariofileno para coledpteros rizéfagos o saprofagos.!3! La
presencia de estos compuestos tanto en el estipite de la palma de aceite, asi como en los insectos
adultos de Strategus aloeus, sugiere fuertemente su papel como cairomonas en la sefializacién,
ubicacién y establecimiento de la disponibilidad de la fuente de alimento, influyendo asi en la
comunicacion quimica interespecifica palma-insecto.2s
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Tabla 3-1. VOCs liberados por individuos de campo y de cria de Strategus aloeus extraidos mediante HS-MEFS, HSD y extraccién directa con solvente.

(IR: Indice de retencién; Cantidades relativas calculadas a partir del 4rea del pico (%): 0% <+ < 5%, 5% < ++ < 10%, 10% < +++ < 20%, 20% < ++++, - = No detectado; ND: no detectable
mediante la técnica analitica empleada) *: previamente detectados en el perfil volatil de Elaeis guineensis; negrita: compuestos macho-especificos.

VOCs en individuos de Strategus aloeus
Campo Cria
Extraccion directa con

No. Compuesto (ITRGef(;) (I)Elit) Fuente HS'MEFS HSD solvente HS'MEFS HSD

DVB/CAR ORBO Porapak DVB/CAR ORBO ORBO

P];MS / Hexan{) Hexgno/ ORBO/ DCM | Porapak/DCM Hexano DCM P];MS / Hexan(/) DCM/

& o) & @ g | 8| & o) & @ & @ & @ & o & @ & @
1* 2-Butanona 577 582 Std - - - - - - - - - - - - - B St B B R _ _
2 Acetato de sec- 738 738 Std - - e, - i, - TR - e, - ++

butilo
3* 2-Hexanona 759 761 Std - - - - + + - - - - it - . B B .
4% Hexanal 759 773 Std - - - - - +++ - - - - - - - - . e+ - - - -
5* Etilbenceno 844 844 Std + + - o - - - ot + e+ B - B B - . B _ T e
6* p-Xileno 857 859 Std +++ ++ - +++ - - - +H++ - et +H++ - e+ - i+ 4+ - - S| A+
7 Bis(metiltio) 860 | 862 | Std - - - . N . . .
metano
8* 4-Metiloctano 863 868 EM - - - s - ++ - + - +
9* Estireno 872 844 Std +++ +H+t - - - +++ ++ + - ++ +++ - - - ++t -
10* m-Xileno 879 858 Std i+ + - - - ++ - - - - - - - - et e+t - -
11* | 2,6-Dimetiloctano 931 937 EM - - - o + - - + - + - - - - - - - o
12* Mesitileno 949 955 Std - - - + + et -
13 | sec-Butilbenceno 995 997 Std - - - - + R
14* Hemimelliteno 974 999 Std ++ + - - EES + + - + - - - - - - - .
15* p-Cimeno 1008 | 1010 Std - - - ++
16* D-Limoneno 1017 1022 Std - - - 4+ - ++ - e+ + 4+ e+ - - e, - - - FaTa—.
17* 2-Etil-p-xileno 1050 | 1064 Std + - - + - - - + - +
18* 1-Undeceno 1089 | 1087 Std - - - - - - - + - + B - B B R
19 | 1,1-Dimetilindano | 1092 | 1081 Std - - - - - - - - - - f B B B .
20* Dureno 1103 1126 Std - - - - - - + + - + -
21 Preniteno 1136 | 1139 + - - - - - - - - -
22* Naftaleno 1153 | 1151 Std - - - - ++ + + - - ++
23 4-Metiloct.anoato de 1238 | 1241 std i i ) ) ) ) ) ) ) ) .
etilo
24 2244688 1334 | 1323 | Std | ++er | - el * - + - - - - : A Bt
Heptametilnonano
25* Junipeno 1397 | 1409 Std - - - - + + - + - +
2,4,7,9-tetrametil-5-
26 1" Gecin-4,7-diol | 1399 | 1407 | Sd | - : : . S . : . O N R
27* Cipereno 1421 | 1416 EM - - - + - - - - - - - - B B .
1,3-

28 | Dimetillnaftaleno | 14?2 | 1414 | Std i i i i i i *
29* Cariofileno 1438 | 1428 Std - + - - - - - - f . B . B B N it
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30* |trans-a-Bergamoteno| 1452 | 1434 EM bt -
31* Curcumeno 1467 | 1469 EM

32* a-Muuroleno 1490 | 1488 EM ++

33* Eter caprilico 1655 | 1657 Std e

34* Hexacosane 2599 | 2600 Std ++ bt
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Como se menciond, es bien sabido que varios insectos herbivoros pertenecientes a distintos
ordenes secuestran metabolitos de origen vegetal, es decir que, captan, depositan y concentran
estas pequefias moléculas en tejidos o células especializadas. El fendmeno anterior ha sido
discriminado de la simple ingesta y paso de material vegetal a través del sistema digestivo sin
ser absorbido por el organismo y posteriormente empleado como semioquimico de defensa o
de cépula.l8z A este respecto, vale la pena resaltar el D-limomeno representa un ejemplo de
monoterpeno secuestrado de la planta hospedera por parte de ambos sexos del escolitino
Dendroctonus pseudotsugae que presenta un efecto sinérgico en la agregacién de los insectos
al ser liberado en conjunto con la feromona de agregacién de esta especie de coleépteros.183
Los VOCs sefialados anteriormente como compuestos procedentes del hospedero y liberados
por ambos sexos podrian presentar el efecto sinérgico reportado para el D-limoneno en la
ecologia quimica de D. pseudotsugae.

Sin embargo, bajo las condiciones experimentales empleadas en este estudio no es posible
establecer si estos VOCs provenientes del hospedero son liberados como excreciones mediante
las heces o si son secuestrados por el insecto y tienen algin efecto benéfico para el mismo, ni
establecer el efecto de dichos VOCs sobre los insectos.1%6 Para la procedencia de los VOCs, se
sugieren experimentos de alimentacion de los individuos con compuestos marcados
isotopicamente, y para el potencial efecto de los VOCs liberados, se requieren estudios de
evaluaciéon del comportamiento para confirmar esta hipotesis.

Con respecto ala procedencia de los insectos, se detecté una mayor cantidad de VOCs para los
individuos de campo, con respecto a los individuos de cria. La 2-butanona y el
1,1-dimetilindano, extraidos mediante HS-MEFS, fueron detectados exclusivamente para
individuos de cria, mientras que el acetato de sec-butilo, la 2-hexanona, el 4-metiloctano, el
mesitileno, el p-cumeno, el 1-undeceno, el dureno, el preniteno, el naftaleno, el junipeno, el
1,3-dimetilnaftalesno, el curcumeno y el a-muuroleno fueron exclusivos de individuos
procedentes de campo. Vale la pena resaltar que, bajo las condiciones experimentales
empleadas, fue posible detectar para los individuos provenientes de campo una mayor
cantidad de VOCs con respecto a sus conespecificos de cria (Tabla 3-1). Lo anterior puede
sugerir que los individuos de campo, debido a su procedencia y habitat, pueden presentar una
comunicacion quimica de mayor complejidad con respecto a sus conespecificos criados en
cautiverio, debido a que dependen de esta comunicacidén quimica para aparearse y encontrar
las fuentes de alimento. De hecho, para varias especies de escarabideos pertenecientes al
género Kheper, se ha sefialado que tanto los despliegues comportamentales de liberacion de
feromonas de agregacién y sexuales, como la produccién y liberaciéon de estas se veian
reducidas o suprimidas en cautiverio. Por lo anterior, para especies como K. bonellli los
componentes del atrayente sexual debian extraerse del material glandular de los machos.!84
Adicionalmente, el estado fisiologico y estado de apareamiento de los individuos es diferente.
De hecho, para los especimenes procedentes de campo, como se mencioné previamente, se
desconoce su edad y su estado de apareamiento y se ha establecido que estos factores
fisiolégicos influencian la produccion de las feromonas.28

Ahora, comparando las metodologias de extracciéon (HSD y HS-MEFS) de los VOCs liberados
por individuos de S. aloeus se evidencia que la 2-butanona fue detectada Unicamente para
extractos obtenidos mediante la metodologia de HS-MEFS. Lo anterior, de acuerdo con lo
mencionado en la caracterizacién de los VOCs de Elaeis guineensis en donde se justifico la
deteccidn exclusiva de esta cetona de bajo peso molecular mediante HS-MEFS por su bajo
tiempo de elucion. Por su parte, la deteccion del acetato de sec-butilo, de la 2-hexanona, del
p-cimeno, del curcumeno y del a-muuroleno uUnicamente para los extractos obtenidos
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mediante la metodologia de HSD estan de acuerdo con lo evidenciado en la caracterizacion del
perfil volatil de E. guineensis, en donde estos compuestos también fueron exclusivos para esta
metodologia de extracciéon. Lo anterior refuerza la hipoétesis de que existe una mayor
selectividad entre estos VOCs y los materiales adsorbentes empleados para HSD bajo las
condiciones de extraccion.

Para los extractos obtenidos por extraccion directa con solvente de las glandulas de machos,
se lograron identificar tres VOCs macho-especificos (Tabla 3-1, Figuras 3-10 y 3-11). De
estos, el acetato de sec-butilo 2 habia sido reportado previamente como uno de los
constituyentes de la feromona de S. aloeus y el 4-metiloctanoato de etilo (oryctalure) 23 como
constituyente de las feromonas para especies de escarabajos de la tribu Oryctini
pertenecientes a la subfamilia Dynastinae, a la cual también pertenece el S. aloeus. El tercer
componente macho-especifico identificado en las glandulas de machos de S. aloeus fue el
2,4,7,9-tetrametil-5-decin-4,7-diol, 26 compuesto que no ha sido reportado previamente como
producto natural. Mediante los extractos hexanoicos, se determiné que la proporcion del
2,4,7 9-tetrametil-5-decin-4,7-diol, el acetato de sec-butilo y el 4-metiloctanoato de etilo en las
glandulas de individuos de campo se encontraban en la siguiente proporciéon 58:34:8.

[Abundance TIC: 19102904_E 40H. d\data.ms Ii

180000
160000
140000 0._0
120000 ;::T//
100000 2
80000
-~ W
40000

20000

0

Tine-> 310 320 3% 340 250 260 370 380 3% 4o 410 420 430 440 450 50 470 480 450 '
Wbundance TIC: 19102303_E41H.dvdatams ()
180000

160000

L
140000 ‘
120000
100000
80000
go000] e, el
40000 A Mt

20000

0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
Time-> 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400 410 420 430 440 450 480 470 480 480

Figura 3-11. Cromatogramas de los VOCs detectados en los extractos en hexano de glandulas de machos
a) y de los ultimos segmentos abdominales de hembras b) procedentes de campo, analizados en una
columna TG-1, mostrando el acetato de sec-butilo macho-especifico (2). El nimero corresponde con el
sefialado en la Tabla 3-2.
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Figura 3-12. Cromatogramas de los VOCs detectados en los extractos en hexano de glandulas de machos
a) y de los ultimos segmentos abdominales de hembras b) procedentes de campo, analizados en una
columna TG-1, mostrando dos compuestos macho-especificos (23: 4-metiloctanoato de etilo) y (26:
2,4,7 9-tetrametil-5-decin-4,7-diol). Los nimeros corresponden con los sefialados en la Tabla 3-2.

Es importante resaltar que los 5 VOCs macho-especificos restantes, no detectados en E.
guineensis (Tabla 3-1), a saber, bis(metiltio)metano, sec-butilbenceno, 1,1-dimetilindano,
preniteno y 1,3-dimetillnaftaleno, fueron detectados para los extractos obtenidos mediante
HSD y HS-MEFS. Sin embargo, en la presente investigacion no se logré confirmar su identidad
quimica mediante la comparacién con patrones de referencia. Adicionalmente, ninguno de
estos VOCs tentativamente identificados como macho-especificos aqui, ha sido previamente
reportado como semioquimico de ninguna especie animal.

VOC mayoritario: 2,4,7,9-tetrametil-5-decin-4,7-diol (26)

El compuesto mayoritario macho especifico 26 detectado en las glandulas de S. aloeus fue
identificado mediante el empleo de un patrén de referencia como 2,4,7,9-tetrametil-5-decin-
4,7-diol (IR/TG-1= 1399). Es la primera vez que este alquino oxigenado se reporta como
compuesto de origen natural y no existen reportes previos de su funcién como semioquimico
de ninguna especie. Enseguida se presenta su espectro de masas (Figura 3-11).
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Figura 3-13. Espectros de masas por ionizacién electrénica del a) compuesto mayoritario 26 detectado
en el extracto directo con solvente de las glandulas de individuos machos de S. aloeus identificado como
2,4,7 9-tetrametil-5-decin-4,7-diol y b) patrén comercial.

4-Metiloctanoato de etilo (23)

El VOC 23 detectado en el extracto hexanoico de las glandulas de machos de S. aloeus, se
identifico como 4-metiloctanoato de etilo (IR/TG-1=1238) comunmente conocido como
Oryctalure. Su espectro de masas obtenido mediante ionizacién electrénica se presenta a
continuacion (Figura 3-12). La identificaciéon de este VOC como compuesto macho-especifico
resulta de gran interés pues, tal y como se mencion6 previamente al presentar los compuestos
constituyentes de las feromonas de agregacion de especies de escarabideos pertenecientes a
la subfamilia Dynastinae, este éster ha sido reportado como constituyente de la feromona
Oryctes agamemnon, O. elegans, O. rhinoceros y 0. monoceros, especies de escarabajos
pertenecientes a la tribu Oryctini de la subfamilia Dynastinae.178-180,185,186 Vale la pena resaltar
que el insecto-plaga de interés en la presente investigacion, S. aloeus, también pertenece a
dicha tribu. Teniendo en cuenta que para las especies de coledpteros pertenecientes a la
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familia Scarabaeidae, se evidencié previamente una relaciéon entre la estructura de los
semioquimicos reportados con respecto a la taxonomia de las especies respectivas,
precisamente una relacién entre la estructura quimica y las tribus de las distintas subfamilias
evaluadas, aqui se sugiere fuertemente que el 4-metiloctanoato de etilo es uno de los
constituyentes de la feromona del S. aloeus.%

Abundance| 39 |E|
1400 [a]
1300
P - T
.- - ‘al,_],—’ “"‘-\_,-f" e m_//\\\
C
1100:
1011
1000
900
800
440
700
879
500 520
73
500
400
830 1289
539 -
0 528 gy B9
- ’ | ’ ’ ’ | ’
e> 3 E3 o & 0 3 60 & ] % & 5 ) & 1o 105 1lo 115 120 1%

Abundance 1011 |£|

500000
450000
400000 881
350000
300000
250000
200000

431

150000 1291

831

100000
B0 1232
50000-
671
3.2

971
ol T2 w2 ‘ Lm w912 | \| g0, | ‘ o2, 781 Ll ‘ L B ‘ 1041 1071 L {22
m/z-3 3“|] 3 -ﬂ‘EI Ag g[l E‘[I B! fEI E"D E|5 S‘EI 9 Tlﬁ[l 1 Iﬁﬁ H a 1{5 1 %D 1&5 !

ma 1181
Ll L

Figura 3-14. Espectro de masas por ionizacion electrdnica del a) compuesto 23 detectado en el extracto
hexanoico de las glandulas de individuos machos de S. aloeus identificado como 4-metiloctanoato de
etilo (Oryctalure) y b) patrén comercial.

Acetato de sec-butilo (2)

El compuesto 2 se identific6 como acetato de sec-butilo (IR/TG-1=738) y se detect6 tanto en
los extractos obtenidos por HSD de los VOCs liberados por el S. aloeus machos, asi como entre
los VOCs contenidos en las glandulas de los insecto. Como se ha venido sefialando
repetidamente a lo largo del documento, este éster de bajo peso molecular fue reportado por
Rochat y colaboradores (2000) como tercer constituyente de la feromona de agregacion
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macho-especifica de S. aloeus reportada por Rochat et al2¢ Adicionalmente, tal y como se
sefial6 en el Capitulo 2, este éster fue el Unico compuesto exclusivamente identificado en la
palma joven infestada por individuos machos de S. aloeus y ausente en la palma sana y, lo
anterior, junto con su presencia en los extractos en hexano de las glandulas de los individuos
machos sugiere fuertemente que, tal y como lo reportaron en estudios anteriores, este
compuesto corresponde a uno de los constituyentes de la feromona de esta especie. El espectro
de masas de este compuesto se presenta a continuacién (Figura 3-13).

El acetato de sec-butilo fue el unico de estos tres VOCs que fue detectado en los extractos
obtenidos mediante HSD del espacio de cabeza de los VOCs liberados por individuos machos.
Los otros dos constituyentes de la feromona de S. aloeus inicamente se detectaron para los
extractos de las glandulas de los insectos. Es bien sabido que la liberacién de las feromonas de
los insectos estd sujeta a varios factores ambientales e internos del organismo que las libera.
La presencia de los compuestos en las glandulas y no en el espacio de cabeza de los individuos
es de manera precisa muestra de que posiblemente bajo las condiciones de extracciéon
empleadas, los insectos no procedieron a hacer laliberacién de su feromona. Sin embargo, para
los individuos recién capturados y aun no habituados al cautiverio, se evidenci6 su presencia
en las glandulas abdominales en donde se ha reportado que se producen las feromonas de
varias especies de coledpteros.56:166,169,170

La presente investigacion se focaliz6 en la caracterizacion de los compuestos macho-
especificos con el fin de detectar e identificar los posibles constituyentes de la feromona
macho-especifica que no fueron identificados previamente. Sin embargo, tal y como se ha
reportado para el insecto-plaga Oryctes rhinoceros existe la posibilidad de que las hembras
también empleen una feromona sexual. En este caso, si bien no existen registros de un
despliegue de llamado sexual por parte de las hembras, la presencia de compuestos organicos
volatiles especificos en las hembras podria sugerir el papel de alguno de estos como
semioquimico.
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Figura 3-15. Espectro de masas por ionizacion electrénica del a) compuesto 1 detectado en el extracto
hexanoico de las glandulas de individuos machos de S. aloeus y en los extractos hexanoicos por HSD de
los VOCs liberados por individuos machos al espacio de cabeza e identificado como acetato de sec-butilo
y b) patrén comercial.

3.4 Conclusiones

» La extraccién directa con solvente de las glandulas de machos de S. aloeus permitié
identificar 3 VOCs macho-especificos: 2,4,7,9-tetrametil-5-decin-4,7-diol, acetato de sec-
butilo y 4-metiloctanoato de etilo, en una proporcién 58:34:8.

= Se identifico al acetato de sec-butilo como un compuesto macho-especifico tanto en los
extractos de sus glandulas como mediante HSD. Este VOC habia sido reportado por Rochat
et al (2000) como constituyente de la feromona de agregacidn, su identificaciéon confirma
su posible papel como componente de la feromona.
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Por primera vez se identifico el 2,4,7,9-tetrametil-5-decin-4,7-diol como un compuesto de
origen natural.

Se sugiere que los VOCs detectados tanto en los insectos adultos como en el estipite de la
palma de aceite (2-hexanona, etilbenceno, p-cimeno, junipeno, trans-a-bergamoteno,
hexanal, D-limoneno, 1-undecene y cariofileno) podrian estar desempenando un papel en
la sefializacion quimica entre la palma de aceite y el S. aloeus.






4. Evaluacion de la respuesta del S. aloeus
frente a VOCs

En las investigaciones de ecologia quimica de insectos -en la que participan semioquimicos-,
por mas que estos compuestos logren ser extraidos, detectados e identificados, los individuos
de las especies de estudio son aquellos que validan la actividad bioldgica de dichos
compuestos. Por lo anterior, es fundamental evaluar las respuestas de los insectos frente a
VOCs identificados en los sistemas de estudio. En este capitulo se presentan los resultados de
la evaluacion de la respuesta del Strategus aloeus (Figura 4-1) frente a ciertos VOCs
identificados y sugeridos como cairomonas de la palma de aceite (Capitulo 2), y VOCs
propuestos como componentes de la feromona macho-especifica del S. aloeus (Capitulo 3).
Para comenzar, se presentan resultados de la evaluacién electrofisiologica preliminar por
electroantenografia (EAG) del S. aloeus frente a los VOCs previamente reportados por Rochat
etal. (2000) e identificados en los capitulos anteriores. Enseguida, se presentan las respuestas
del insecto-plaga de estudio frente a VOCs de sus conespecificos machos mediante un
olfatometro en “Y”.

Ky ¥ ? -

Figura 4-1. Insectos adultos machos y hembras de Strategus aloeus en el bulbo cortado del estipite
de la palma de aceite Elaeis guineensis Jacq. Foto: V. Vidal-Medina.
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4.1 Antecedentes

El olfato es uno de los sistemas sensoriales que aparecen mas temprano en la evolucién y, por
tanto, para la mayoria de organismos terrestres y principalmente para los insectos,
corresponde a uno de los procesos sensoriales de mayor importancia para las interacciones
ecologicas intra e interespecificas que involucran patrones de conducta esenciales como la
alimentacién, el apareamiento y la supervivencia de distintas especies.3! Por lo general, en
insectos, la percepcidn del olfato se realiza a través de sensilias especializadas con receptores
olfatorios (ORs) en las antenas.187

En la ecologia quimica existen distintos tipos de bioensayos que favorecen la identificacion
como semioquimicos de compuestos organicos volatiles identificados en los sistemas de
estudio. Entre estos se encuentran aproximaciones electrofisiolégicas tales como las técnicas
de electroantenografia (EAG) que pueden ser independientes o acopladas como detectores a
técnicas de separacion por cromatografia de gases (GC-EAD). Si bien estas medidas
electrofisiolégicas son consideradas como “bioensayos de atajo”, pueden proporcionar
informacién valiosa sobre la percepcion de los individuos hacia un VOC determinado y dar
pistas de potenciales semioquimicos. Por otra parte, las aproximaciones comportamentales
para la identificacidn tanto en condiciones de laboratorio -mediante bioensayos con tineles
de viento, olfatémetros de dos o mas vias- y en campo -mediante trampas disefiadas para cada
especie-, permiten determinar el efecto comportamental de los VOCs para las especies
estudiadas y dar asi una aproximaciéon mas real.188

Said et al. (2006)¢° evaluaron los componentes de la feromona reportada por Rochat et al
(2000) empleando un olfatémetro de cuatro vias. Sefialaron que ambos sexos de esta especie
respondieron significativamente a dicha mezcla: 1as hembras fueron atraidas mientras que los
machos fueron repelidos. Con la deteccién de la 2-butanona y la 3-pentanona entre los VOCs
de la palma de aceite evidenciada en la presente investigacion, en el marco del presente
macroproyecto, Arias (2019) reportd la evaluacién de estos compuestos puros en un
olfatémetro de dos vias. Evidenci6é una atraccién de los insectos por dichos compuestos. Sin
embargo, dicha atraccion no fue estadisticamente significativa.®?

Teniendo en cuenta lo anterior, la evaluacion electrofisiolégica preliminar y la evaluaciéon
comportamental de S. aloeus frente a VOCs de su hospedero y conespecificos -posibles
cairomonas y feromonas presentadas a continuacion- buscan a portar a la confirmacién de su
papel como semioquimicos en la interaccién ecoldgica entre la palma de aceite Elaeis
guineensis y el S. aloeus, asi como en las interacciones intraespecificas del insecto-plaga.

4.2 Metodologia

Para la evaluaciéon de la respuesta de S. aloeus frente a VOCs de su hospedero y de
conespecificos, se emplearon individuos de ambos sexos procedentes de campo con un tiempo
de captura no mayor a 2 semanas.

Tal y como se describié en el Capitulo 3, Seccion 3.2.1, se establecié y mantuvo una colonia
de individuos procedentes de campo bajo condiciones de laboratorio, con adultos de edad y
estado de apareamiento desconocidos capturados en febrero de 2019 y entre octubre y
noviembre de 2020 en las plantaciones comerciales de “Manuelita Aceites y Energia”
localizadas en el municipio de San Carlos de Guaroa (Meta, Colombia)- coordenadas
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geograficas N3° 53’ 4” W73°19’ 41”- y del “Palmar del Oriente” localizadas en el municipio de
Villanueva (Casanare, Colombia)-coordenadas geograficas N4°31'27,1" W72°51'20,9"-.

4.2.1 Evaluacion preliminar de respuestas electrofisiologicas del S.
aloeus frente a VOCs

Se realiz6 una evaluacion de la respuesta electrofisiolégical de individuos de Strategus aloeus
provenientes de campo frente a la 2-butanona, la 3-pentanona y el acetato de sec-butilo. Las
cetonas fueron identificadas en el perfil de volatiles liberados por la palma de aceite, lo que
permitié sugerirlas como cairomonas- (Capitulo 2, Seccion 2.3.1) y el éster- sugerido como
componente de la feromona- identificado tanto en el sistema de la palma infestada (Capitulo
2, Seccion 2.3.2), como entre los VOCs liberados por machos de S. aloeus (Capitulo 3, Seccién
3.3).

Para las medidas electrofisiolégicas por electroantenografia (EAG) se wusé un
electroantendgrafo (Syntech, Kirchzarten, Alemania) conectado a una linea de transferencia
humidificada con una corriente de aire hacia el puerto electroantenografico. Las respuestas de
las antenas se registraron con el software Syntech GC-EAD 32, version 4.6.

Para realizar los registros por EAG, la base de la antena fue cuidadosamente cortada de la
cabeza de los insectos (machos y hembras) con un bisturiy se fijé entre dos electrodos de acero
inoxidable usando una gota de un gel conductor de la electricidad (Sigmagel, Parker, Labs.,
Nueva Jersey, EE. UU., Figura 4-2).

Figura 4-2. Antena de Strategus aloeus fijada entre dos electrodos mediante gel conductor de
electricidad. Foto: V. Vidal-Medina.

Para los experimentos realizados se obtuvieron los electroantenogramas de la respuesta de la

' Las medidas preliminares de las respuestas electrofisioldgicas de S. aloeus se llevaron a cabo con el
Centro de Investigaciones en Microbiologia Parasitologia Tropical (CIMAT) de la Universidad de los
Andes (Bogota D. C., Colombia).
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antena ante estimulos generados mediante el procedimiento conocido como Puff. Dicho
procedimiento consiste en enviar pulsos de aire a través de una pipeta con el estimulo (2 pL
del compuesto) impregnado en un papel filtro (2 x 2cm).

Esta técnica de quimiorecepcidn es de gran utilidad al ser usada como deteccién -en paralelo
con otros detectores- en separaciones de mezclas por cromatografia de gases para determinar
qué compuestos organicos volatiles presentan actividad electrofisiolégica en los insectos.62 Sin
embargo, los estudios preliminares presentados en el presente documento corresponden
Unicamente a la evaluacion de patrones puros debido a que no se logro realizar el acople de
este detector al cromatégrafo.

4.2.2 Respuestas de comportamiento del S. aloeus frente a los VOCs

Se evaluaron las respuestas de comportamiento del S. aloeus frente a VOCs macho-especificos,
mediante un olfatbmetro de dos vias disefiado por Cenipalma especialmente para el insecto-
plaga de estudio. Dicho olfatémetro consistié en un tubo de vidrio en “Y” de 5 cm de didmetro
interno, 45 cm de longitud, brazos de 35 cm, con un dngulo en “Y” de 60°. A los extremos de
cada brazo se conectaron camaras de vidrio con estimulos olfativos o solventes de control
mediante mangueras de teflon (Figura 4-3).
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Bomba
de aire

S. aloeus

Base del
olfatémetro

Figura 4-3.0lfatémetro de dos vias utilizado en la evaluacion de la respuesta de S. aloeus frente a las
fuentes de olor macho-especificos. Foto: V. Vidal-Medina.

Las fuentes de olor evaluadas correspondieron a diluciones en hexano grado HPLC (Sigma-
Aldrich, Darmstadt, Alemania) de VOCs macho-especificos identificados en el Capitulo 3
(Tabla 4-1). Las diluciones fueron preparadas en concentraciones acordes con la relacion a la
cual dichos VOCs fueron detectados en las glandulas.

Los bioensayos fueron realizados en un cuarto oscuro durante el horario de mayor actividad
reportado para esta especie (2:00-5:00 h),2¢ en presencia de luz roja, a temperatura y humedad
relativa ambiente (26 °C £ 2 °C, 70 % * 10 % HR) y un flujo de aire (1 L/min) humedecido y
filtrado con una trampa de agua y carbon activado, respectivamente, previo a su paso por las
camaras con las fuentes de olor.

Cada bioensayo consistié en comparar la respuesta del insecto frente al estimulo de una fuente
de olor (2 pL del VOC) versus el solvente de diluciéon como control (hexano). Para las fuentes
de olor y de control de cada bioensayo, en cada recidmara, se dispusieron papeles de filtro (1,5
cm x 1,5 cm) humedecidos con las soluciones y dejados evaporar durante 10 segundos.
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Para cada bioensayo se utilizaron diferentes insectos adultos. Antes de cada jornada de
experimentacion, los individuos se acondicionaron individualmente en cajas plasticas, en un
cuarto libre de olor, y fueron privados de alimentacién durante 24 h. El individuo de estudio
(macho o hembra de S. aloeus), fue introducido en la base del tubo del olfatémetro y su
comportamiento se observo durante 15 minutos. Se consider6 que la seleccién de una fuente
de olor era positiva cuando el insecto atravesaba 5 cm de un brazo del olfatometro y
permanecia en este por lo menos 2 minutos. Los individuos que no realizaron ninguna
seleccion durante este tiempo no se incluyeron en el analisis estadistico. Cada bioensayo se
realizé con un nimero de machos y hembras que oscilé entre 20 y 28 individuos de cada sexo
por fuente de olor evaluada. Entre cada bioensayo el sistema se aire6 durante 2 minutos con
un flujo de aire alto (20 L/min).

Tabla 4-1. Control y estimulos olfativos probados para los bioensayos de S. aloeus.

N° Numero de insectos
Bioensayo Fecha del S. aloeus VOC (ppm) Control
Machos | Hembras
1 14/10/2020 3 1
2 16/10/2020 8 0
3 19/10/2020 0 10 2,4,7,9-Tetrametil-5-decin-4,7-
4 21/10/2020 7 0 diol (2500ppm)
5 23/10/2020 0 8
6 26/10/2020 10 0
7 28/10/2020 0 9
8 13/11/2020 10 0
9 15/11/2020 0 10 Acetato de sec-butilo (1467ppm)
10 16/11/2020 10 0
11 18/11/2020 0 10 Hexano
12 20/11/2020 9 0
13 23/11/2020 0 10 4-Metiloctanoato de etilo
14 26/11/2020 11 0 (367 ppm)
15 27/11/2020 0 10
16 8/12/2020 10 0
17 10/12/2020 0 10 2,4,7,9-Tetrametil-5-decin-4,7-
18 11/12/2020 10 0 diol (2500ppm) + acetato de sec-
19 12/12/2020 0 8 butilo (1467) + 4-metiloctanoato
20 13/12/2020 10 0 de etilo (367ppm)
21 14/12/2020 0 10

Con el fin de comparar la respuesta binaria de los insectos de S. aloeus frente a las fuentes de
olor, los resultados de la eleccién de cada insecto obtenidos de las medidas olfatométricas en
el olfatdbmetro de dos vias fueron analizados mediante la prueba estadistica chi-cuadrado con
Excel. Como hipétesis nula se consideré una distribucién 50:50, es decir una respuesta de los
individuos igual frente a las dos fuentes de olor. Los individuos que no realizaron ninguna
eleccién no se incluyeron en el analisis estadistico.
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4.3 Resultadosy discusion

4.3.1 Evaluacion preliminar de respuestas electrofisiologicas del S.
aloeus frente a VOCs de su hospedero y de conespecificos

Las Figuras 4-4 y 4-5 presentan electroantenogramas obtenidos para tres individuos
distintos, en donde se puede apreciar que el tipo de respuesta obtenida al evaluar las antenas
de dos machos y un hembra frente a alicuotas de 2uL de 2-butanona, 3-pentanonay acetato de
sec-butilo puros. Preliminarmente, se observa que la respuesta a los compuestos probados es
superior que la respuesta obtenida para el pulso de aire y por lo tanto sugieren que las antenas
de S. aloeus respondieron a los VOCs evaluados.
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Figura 4-4. Electroantenogramas obtenidos para dos individuos machos de S. aloeus en respuesta de
pulsos de aire, 2-butanona, 3-pentanona y acetato de sec-butilo.
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Figura 4-5. Electroantenogramas obtenidos para una hembra de S. aloeus en respuesta de pulsos de
aire, 2-butanona, 3-pentanona y acetato de sec-butilo.

Los electroantenogramas muestran que posiblemente existe un estimulo de estos compuestos
en la antena del insecto. Sin embargo, vale la pena aclarar que, si bien mediante los ensayos
realizados se puede observar una actividad de los compuestos estudiados, es necesario
realizar pruebas comportamentales para conocer el efecto de los compuestos en las respuestas
de comportamiento del insecto-plaga.

Finalmente, aunque es necesario realizar varios experimentos con una poblacién significativa
de insectos para poder proporcionar resultados concluyentes y estadisticamente validos para
este tipo de experimentos, mediante las evaluaciones preliminares de las respuestas
electrofisiologicas realizadas por el procedimiento Puff de EAG, logré evidenciarse que las
cetonas, identificadas en la palma de aceite, y el éster identificado en machos de S. aloeus y
reportados por Rochat et al. generan un estimulo eléctrico en los sensores de las antenas de
esta especie-plaga.

4.3.2 Respuestas de comportamiento del S. aloeus frente a
potenciales constituyentes de su feromona

Los resultados obtenidos para las pruebas chi-cuadrado de las respuestas olfatométricas de
los individuos de cada sexo frente a las cuatro fuentes de olor evaluadas en la presente
investigacién se presentan a continuacion (Tabla 4-2).
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Tabla 4-2. Pruebas chi-cuadrado de las respuestas olfatométricas
Machos Hembras

No Bioensayo F|C|SR|T| P |F|C|SR|T| P

1 2,4,7,9-Tetrametil-5-decin-4,7-diol 15|5) 8 | 280025315 |3 | 10| 28 | 00047
(2500ppm)

2 | Acetato de sec-butilo (1467ppm) 10 (2| 8 | 2000209112 7 |20 0,0125

3 | 4-Metiloctanoato de etilo (367ppm) | 15 |3 | 2 | 20 | 0,0047 |12 |2 | 6 | 20 | 0,0075

2,4,7,9-Tetrametil-5-decin-4,7-diol
(2500ppm) +

Acetato de sec-butilo (1467ppm) +
4-Metiloctanoato de etilo (367ppm)

(o)}
Ul

17|14 | 9 |30 0,0046 | 16 27 | 0,0330

F: Fuente, C: Control, SR: Sin respuesta, T: Total, P: Significancia estadistica

Por su parte los porcentajes de las respuestas olfatométricas de los machos y hembras de S.
aloeus frente a los tres compuestos macho-especificos evaluados por separado y a la mezcla
estos se evidencian enseguida (Figura 4-6):

Niimero de
Fuente de olor Sin respuesta

elecciones Fuente de Olor Ul Hembras Control
Machos Hembras Machos Hembras B Machos
| | | | |
Surfinol 104 20 18 g 10 - # #_‘
100 80 60 40 20 o0 20 40 60 80 100
1 1 |11 1
Acetato de Lﬁ
sec -butilo 12 13 8 7 N 1 1 |
100 80 60 40 20 0|0 20 40 60 80 100
| | | | 1] |
4-Metiloctanoato -
prtevana R RNV SR # _—ﬁ
100 80 60 40 20 00 20 40 60 80 100
| | [
Mea w2 5 s —
100 80 60 40 20 oo 20 40 60 80 100

Eleccion (%)
Figura 4-6. Porcentaje de machos y hembras de S. aloeus que responden a fuentes de olor provenientes
de sus conespecificos machos. En cada bioensayo el asterisco (*) indica que la eleccion es significativa
estadisticamente segin se establece por la prueba binomial de chi-cuadrado con el 95% de
confiabilidad.

El 2,4,7,9-tetrametil-5-decin-4,7-diol, el acetato de sec-butilo y el 4-metiloctanoato de etilo
individualmente, asi como la mezcla de los tres, fueron significativamente atrayentes para
ambos sexos de Strategus aloeus (P<0,005, Figura 4-6).

Por otro lado, la evidencia de la atraccion del 4-metiloctanoato de etilo hacia ambos sexos de
S. aloeus refuerza la hipétesis de que este VOC sea uno de los constituyentes de su feromona
de agregacién, ya que, ademas, ha sido previamente reportado como constituyente de la
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feromona de especies de escarabajos pertenecientes a la misma tribu (Oryctini) que el S.
aloeus, presentando atracciéon para ambos sexos. 178180

Finalmente, los resultados aqui obtenidos sugieren proponer por primera vez al 2,4,7,9-
tetrametil-5-decin-4,7-diol como semioquimico componente de una feromona de agregacion
macho-especifica por presentar una atraccion significativa para ambos sexos de S. aloeus
(P=0,0253 P=0,0047, para machos y hembras respectivamente).

Como se observd, los tres VOCs evaluados por separado y en mezcla en las proporciones
encontradas en las glandulas de machos presentan atraccién significativa hacia ambos sexos
de S. aloeus. Como se present6 en la seccion anterior, el 2,4,7,9-tetrametil-5-decin-4,7-diol, el
acetato de sec-butilo y el 4-metiloctanoato de etilo fueron detectados e identificados como
VOCs de origen macho-especifico en una proporcién de 58:34:8. Lo anterior sugiere el papel
de estos compuestos como componentes de la feromona de agregacién del escarabajo-plaga
de estudio. De hecho, se ha reportado ampliamente que para los coledpteros pertenecientes a
la familia Scarabaeidae, los machos producen feromonas de agregacidn, las cuales producen el
efecto de agregacién para ambos sexos de la especie y son utilizadas por los insectos tanto para
el apareamiento, asi como para la localizacién de su hospedero.103189190 J,0s resultados
anteriores son promisorios teniendo en cuenta que, bajo condiciones de campo, la mezcla de
los tres constituyentes de la feromona de agregacion de S. aloeus reportados por Rochat et al.
(2000) no produjeron el fenémeno de agregacién y no resultaron atrayentes para ambos sexos
de esta especie y por tanto, se propuso la presente investigacion.2”

Con el fin de corroborar la hipétesis de los tres VOCs anteriores como semioquimicos
constituyentes de la feromona del escarabajo-plaga de la palma de aceite, se sugiere realizar
una evaluacion comportamental en el olfatdbmetro en “Y” de la mezcla libre de solvente y
bioensayos de atracciéon en campo.

4.4 Conclusiones

= Se logré establecer una respuesta electrofisioldgica en las antenas de ambos sexos de S.
aloeus frente a 2-butanona y a 3-pentanona, cetonas identificadas en la palma de aceite y
frente a acetato de sec-butilo, VOC macho-especifico de la especie.

= A partir de los resultados obtenidos en la evaluacién del comportamiento de individuos de
S. aloeus frente a los tres VOCs macho-especificos identificados (2,4,7,9-tetrametil-5-decin-
4,7-diol, 4-metiloctanoato de etilo y acetato de sec-butilo) se sugiere su participacién como
semioquimicos de la especie, especificamente como componentes de su feromona.

= Por primeravez se sugiere al 2,4,7,9-tetrametil-5-decin-4,7-diol como semioquimico de un
insecto, especificamente como componente de la feromona del S. aloeus. Sin embargo, para
confirmar esta funcién se requiere realizar su evaluaciéon a través de bioensayos de
atraccion en campo.



5.Conclusiones generales y perspectivas

5.1 Conclusiones

5.2

Se caracteriz6 el perfil de volatiles del estipite de la palma de aceite (Elaeis guineensis
Jacq.), hospedero natural del Strategus aloeus y se estableci6 la participacion de la 2-
butanona y la 3-pentanona en la interaccién planta-insecto.

Se logré establecer que el 2,4,7,9-tetrametil-5-decin-4,7-diol, el 4-metiloctanoato de
etilo y el acetato de sec-butilo, detectados en las glandulas en una proporcion 58:34:8,
son VOCs macho-especificos que podrian ser responsables de la interaccién insecto-
insecto del Strategus aloeus.

Se identificé por primera vez el 2,4,7,9-tetrametil-5-decin-4,7-diol como un compuesto
de origen natural, especificamente en machos adultos de Strategus aloeus.

En la comunicacion del Strategus aloeus participan compuestos organicos volatiles
provenientes de su hospedero (cairomonas) y del propio insecto (feromona macho-
especifica). Los semioquimicos identificados en este estudio podrian ser empleados
como atrayentes en trampas para la deteccidn, el monitoreo y el manejo de este
insecto-plaga en cultivos de palma de aceite Elaeis guineensis Jacq.

Perspectivas

Complementar los estudios de la respuesta del S. aloeus frente a los VOCs macho-
especificos en mezcla sin solvente.

Evaluar el efecto de las potenciales cairomonas identificadas con la mezcla de los VOCs
macho-especificos.

Evaluar en campo los VOCs identificados en esta investigacidn y definir las condiciones
requeridas para ser empleados en trampas para la captura del Strategus aloeus en
cultivos de palma de aceite.

5.3 Presentaciones en Congresos

Vidal-Medina, V.; Morales, A; Bustillo- A.;; Aldana, A.; Chegwin, C,, Sierra, C.; Bento, M.
Romero-Frias, A. Volatiles de la palma de aceite (Elaeis guineensis Jacq.) que median la
comunicacion del Strategus aloeus (Coleoptera: Scarabaeidae: Dynastinae). Poster. XVI
Reunidén Técnica Nacional de Palma de Aceite. 2020, Bogot3, D. C., Colombia.
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Anexo: Permiso fitosanitario

Republica de Colombia
Ministerio de Ambiente y Desarrollo Sostenible

AUTORIDAD NACIONAL DE LICENCIAS AMBIENTALES
- ANLA -

RESOLUCION N° 02431
(24 de diciembre de 2018 )

“Por la cual se otorga Permiso Individual de Recoleccién de Especimenes de Especies
Silvestres de la Diversidad Bioldgica con Fines de Investigacién Cientifica No Comercial y
’ se toman otras determinaciones”

EL SUBDIRECTOR DE INSTRUMENTOS, PERMISOS Y TRAMITES AMBIENTALES DE
LA AUTORIDAD NACIONAL DE LICENCIAS AMBIENTALES — ANLA

En uso de las facultades conferidas en la Ley 99 de 1993, el Decreto Ley 3573 de 2011,
el Decreto 1076 de 2015, las Resoluciones 0966 de 2017 y 1603 de 2018, y

CONSIDERANDO

Que mediante comunicacién radicada con numero 2018117896-1-000 del 29 de agosto de
2018, 1a Corporacion Centro de Investigacién en Palma de Aceite CENIPALMA, con NIT.
800.145.882-4, presento solicitud de Permiso Individuai de Recoleccién de Especimenes
Silvestres, de la Diversidad Biolégica con Fines de Investigacion Cientifica no Comercial,
para la ejecucion del proyecto denominado “Plagas y Enfermedades de la Paima de Aceife
en Colombia”, a desarrollarse en los departamentos de Bolivar, Casanare, Cesar,
Cundinamarca, Magdalena, Meta, Narifio, Norte de Santander y Santander.

Que una vez evaluada la documentacién allegada por la Corporacién Centro de
Investigacion en Palma de Aceite CENIPALMA, el area técnica de la Subdireccion de
Instrumentos, Permisos y Tramites Ambientales de esta Autoridad, emitio el Concepto
Técnico 7244 del 28 de noviembre de 2018, el cual hace parte del presente acto
administrativo, en el que concluyé que es viable otorgar el Permiso Individual de
Recoleccion de Especimenes Silvestres de la Diversidad Bioldgica con Fines de
Investigacién Cientifica no Comercial, en los términos y condiciones que se sefialaran en la
parte resolutiva de la presente Resolucioén.

CONSIDERACIONES JURIDICAS
Que el articulo 51 del Decreto Ley 2811 de 1974, sefala que el derecho de usar los recursos
naturales renovables puede ser adquirido por ministerio de la ley, permiso, concesion y

asociacion.

Que los articulos 56 y siguientes del referido Decreto, tratan del permiso para el estudio de
recursos naturales.
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Resolucitr No, 02431 Dl 24 de diciembre de 2018 Hoja Mo, 2 de 11

P

*Por |a cual se otorga Permiso Irdividual die Recolccion de Especimenes de Especias
Sllvesires de la Diversidad Biologica con Fines de Investigacion Cienlitica No Comercal,
58 toman olras delerminaciones”

Que de acserdn con el articulo 12 de 12 Ley 165 de 1884, por la cusl se aprueha at Convenio
sobrs Diversadad Bialdgics, ks Estades Pare deben promover y fomentar la inveat gacdn
que contribuya @ la conservacion y a la uliizacion soslenible de |a diversidad bioldglca.

Que el aricule 2.2.2 6.1.5 del Decrate 1076 de 20157, esfiala lae modakdades bejo lag
cuthies puede alargargs un Perriss de Recolscsdn, enconlidndoge entre estas, el Permisa
Individual de Recoleccdn, el cual establece en el arliculo 222831 ibidem, que las
personas naturales o juridicas gee preterdan recolsclar sspecimenes para adalantar un
prayacio de investigacidn centifica no comercial, deberan chtener un Parmiso Individual de
Recoleccidn

Que el aricule 2.2.2.8.3.3, de la norma en mancidn, sefiela |as obligacicnes que debs
cumplir el tiuler cel Parmiss Individual de Recolsccidn que las personss naturales o
pridicas nacionales o exlranjeras anle b auloridad ambiental compelarle.

Cue de conflurmiced con o articulo 2.2,.2.8.3.4 del Decnelo 1076 de 20195, esta Autoridad,
podrd solicitar al litwar del Pesmiso Individual de Recoleccion, ajustar el nomero tofal de
muestras, frecusncia de muasiren, silios de muesireo, enire olros aspectcs, de manera
susteniada, por considerar que la recoleccion puedo afectar las espacies o los ecosisternas
&n razdn de la sobre-colacis, impactos en lugeres crilicos para la reproduccion, afectecldn
e Cicks biokigices, giata. antre ofras.

Oue &l Articulo 2.2.2.86.5, bidem sefiala que, coma eslimuls a la imeesligacon cientifica,
las auloridades compeleres no realizacin ningun cobro de kas servicios do ovaluacidn v
seguimienii & ks Permisgos de Recolecoidn,

Cumt mieciumias las anteriores consideraciones y acogiends (& recomendac dn del Concepio
Técnico 7244 del 26 de noviemnbre ce 2048, esta Auoridad considers que es WIABLE
olorgar & la Corporacion Centro da Investigacidn en Palma de Aceite - CEMIPALMA
Parmiso Individual de Recoleccidn de Especimenes de Especes Sivestres de ta Diversidad
Bioldgica con Fines de Irvestgacidn Clentifica Mo Comerclal, &n las leminos que se
Indicaran en la pere resolutiva del presents acin administrativa,

O 25 Impartante precisar que, di conformidad con el arliculn 74 de la Ley 1437 de 2011,
&l cual delermina que “Par regla geneval, conlre log aclos definitivos procederdn los
giguisnmes recurias: 1 EN de reposician, anfe quien axpidit \a decisidn para que is sclane,
modifigue, adizions o rveque.. ", resulia conducenta Ssponer ls procedenca del recurso
e Feposicidn contra el prasanta provaldo, por tratares de un Bcto administrative que ostenta
le condicidn de definilive, eda vez gue resuetve de fondo adoptando ura decisidn,

COMPETENCIA DE ESTA AUTORIDAD

e el Cracrato Ley 3575 del 27 de sepliernbre de 2011, ered b Aulordad Nacional de
Lizenciss Arnbientales - AMLA v en &l aursesal 17 da aticulo 3° ke asigné 1a furcidn de
otorgar o negar las licencias, permsoes y timiles ambientales de compelencia cel Ministeria
de Amblente y Desarrolic Seslenibie, de corformidad con la ley v los reglementos.

Chie el nurmeal 2° del aticule 10° del Decrato Ley 3672 del 27 de septlembre de 2011,
asignd al Despacho del Director General la funcitn obargar o meger las leencies, permisos
y irdmiles ambicnialkes.

~,
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Resolucén Mo, 02431 Del 14 de diciembre de 2018 Hoja M. 3 de 11

. N
“Per la cusl s atorga Permiss Individusl de Recoleccion da Especimenes de Especies
Silvesires de 13 Diversidad Bialdgea con Fines de Investigacian Cientifics Mo Comarcial, y
s& loman otras determineciones®

Irgmiles ambientales para definii ka wiabilidad ambeental de los provecies, obras o
aclividades.

Que medante Resclucian 00966 del 15 ce agoate del 2017, la Direccidn Ganeral de la
Aulatidiad Naconal de Licencigs Amblentales - ANLA, delegs entre ofres funciones en e
numeral 3° del art'culs 3°, a la Subdireccian de Instremerios, Permisos y Tramiles
Ambienlales, la de oforgar o negar los Permisos de Estudio para 8 Recolecoion de
Especimenes de Especies Silvestres da la Diversidad Bioldgiza con Fines de Investsacia
Cientifica Mo Comercial,

Qe en mérin de lo expuesto,

RESLUELVE

ARTICULD PRIMERO. - Clorger & I8 Corporacidn Ceefro de lnwestigacion en Palma da
Aemite CEMIPALMA, Mentificass con MIT. 8001458324 Permiso  Individusl de
Recoleccién de Especimenss de Especies Silvestnes de 4 Diversitad Bicldglea con Fines
ce Investigacion Cienfifica Mo Comercial, para el proyecio denominado “Plagas
Enfermedades de [r Falma de Acpite en Colonbia”, de conformidad con |0 expuesle en la
pade motiva del presanbe acto administrativo.

PARAGRAFO. - El Permiso Individual de Recoleccion de Especimenes de Espaciss
Slhvestres de la Diversidad Bioldgica con Fines de Investigacidn Ciantifica No Comercial
que se alonga en eshe aclo adminisirative, fendnd una vigencia da cinco (5] afios, contados
& partic de I pjecidoria del presente acto administrative,

ARTICULD SEGUNDOD, - El Permiso Individual de Recoleccin de Especimenss de
Espocies Silvestras de la Diversizad Blokigica con Fines de Investipecidn Cientifica Mo
Comercial, ampara la recoleccion y movilzacidn de especimensas de especies silvestres de
la bicdiversided dentro del territoro nacanal, que ssan realizadas denlio del desarralio del
prayeclo “Fiagas ¥ Erfermedades de la Palma de Acéife en Colombia’, v de acuerdo con
Iz gslablecido en el Formalo de Solicited de Permiso Individual de Recolaccion radicado
bajo los nomercs 2018117856-1-000 del 20 de agosto de 2018 y 2016155499-1-000 ¢
201 B158508-1-000 dal 16 de noviembre de 2018 y demas informacidn técnica adicional
presantada por la Corporacién Cenfro de Investigecidn an Palma de Acefle - CENIFALMA.

ARTICULD TERCERD. -Teniende en cuenta ks consideracionss reallzadas en el
Coneeplo Técnico T244 del 2B de poviembre de 2078, adjunto al presenle acls
adminigirative, y el Formata de Solicilud de Permizo Individual de Recoleccidn radicado, la
metodologia de recolecsitn de especimenss y muestras de la biodiversidad gue se autorize
B8 I3 siguienie:

Matodologla para la lucclén de espe

En 8l desarcho del propscic de meest gacor: “Plagas ¢ enlamrecdades 98 kb pelma de aosle an Colomaa®,
w0 lwaran a cabo cobaclas oo MuRsTas de bejida vegetal, sssic o insaclos de la siguenle maners:

PLAGAS DE La PALMA: Recoleccitn de Inssctos.

Sn malzandn inspecoitn vislal do los loles presamenis dedinidos. Se delsmireed @ g en iBcan b orasncs
i | of lreeniees Artackon da b Inescing. So evaliam el porcentope de Alagus de o nsecios o los oaimes,
dizrcoinnande 52 migmae &4 lng daas afarladan

I, 5 Dewardn o pate canhins sees ol sie reneices novmies setadicd sands iamae ¢ Bamean da
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Resplucion Mo, 02431 Del 24 de diciembre ce 2018 Hoga Mo, 4 de 11

-

“Por I mual s olorga Permiso Individual de Recoleccidr de Especimenas de Especies

Silvestres de la Diversidad Biologica con Fines de Investigacion Cientifica Mo Comercial, y
s boeran olras deferminecionas”

Mubadelagin par I rocelacsan de o8 pecimenos

HRespecln @ i identficackon de pamisios noturmles. se hacdn ohesrvaciores. frecusiies oo bles dertilcads
praviaverte. Par kb pruebe de parashoides se coleclanin Fsecohos |cuaiquier estadio), con el fnode
dRlammings kg Ingecios @ honges o aatén contralands i ploages.

Tarrkidn, B8 my s plaiss ¥ que Far sids semicadar (800a de e palned da acels.
Sobre psiNs, 0ON URD (3T 8 omardn Bs meeschias medisis 10 passs dobles 550 plarta Los mossirecs ae
rasdizaran cada hora oo ol fin de estableeer ol perioda de mayor acthidad de esios.

HAm migTo, 58 omardn muestres para delsmminaasn eoordmics g by o oclese nechiloeg: eaquepes, res
y frutos. Cada msesira so prensacd, alconoizacd v rolulard.

Fi geneesl para i B colbclands nEaE P0 reividuos BRENAIMATE pArR s R
smoo: Lepdopl iy apte-n, Cokeoptera, Dioter, Orhoples v Hemiplem,

ENFERNEDADES OE LA PALNA

Sp recoleciaedn muesttas de ispdo vegel sfeclado pora dislar micrmonganiamos v deermings posibies
agentes causales de cnlormedades en las palmas aocile. e tamardn Fasta € mocstas por planta v cada
LA R B ndnd L dnes g antng 5 a F0em’

= Parg asker hongos v bacsrias ca [oman muesTas ce ejoos de zonss 48 seance de k anfermsdsd.
Para alslar sirus v viroides so mman mocsins oe ook con simamas severas v njdos an 2onas
i e,

- Py cetermmar prganismoy desconocidos ceumanle de s marchiisz elsl: ss loman moesiras de
plariias sniemmas, asriomadtios ¥ sanas.

- Pam pines pathgenos oo flaplaamag y pratoroanos Napakades & loman awdelids de lajdos
Beetint o0 8l pledeerd wakcular i B4 placias afectadess

- Adeishalinents, para los protorcaros Sagelsdos e fomer mwesires de rakes y de Iejoos iemos
del cogolo, come lambedn moesias al inledor ce los insecles con al in de dantilos loplasmes.
Pare coleclar namaladas se loman muesyas de pealos (1hg), micss v eatiphes con lasones an
palmas enlemag,

Lag muestas serdn Fansporisdss refrgeradas @ s labomlonos doe CEMBFALMA parm amler Ice
PR Ao an emos, daierminaries ¢ desamodisn piusbas de pakganadad,

MICROQRGARISEOS DEL SUELD: Toma de Muesiras para Alslar Microorganismes.

Las muasliras da Gusll w6 Sorsri @l profurdided de 256 wsande un bereno - socabocados ¥ cada
il pacd de 1hi por pelma afecaca,

Les muestEs serdn Tansponadas refrigeradas & ks labomlonos ds DERIPALMA pars gislar los
misgiganismes, delsemnaiog y desarglar prusbes de reguictn biclégea fenie a los ogansmos
|eausantes da anfamedades an pake oe acete. .

ARTICULD CUARTE: Las Incalidadas para |6 racolacsion ce sspecimenas v musslras de
la bindiversidad que se autorizan san las cue 3e prezentan en & Anexo 1 del Concepio
Técnice 7244 dal 28 de novierntre de 2014,

ARTICULO QUINTO: La cantigad de individuos ¥ muesiras do la biodivarsidad gue se
autorizan son:

tidad O espRCIMEnss @ |
Huribre Clantiflcs Tipo demuestra | No. Localideg | CONDdE do “Pi;lmm 0
Tajido vegelal alsctade L -
Cindun Pythiskes por Tadas ﬁl'rlu:m= oo planta, 2 mees
Cirnomanksmos Al
Tayido vegeinl alecadc - -
Crnden Feroncsporales | por Todas :Im"“ oor plarta, 2 wenes
i Anismea

~
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4 ™

“Pur I cual se oborge Permisa Individual de Recolectidn de Especimenns de Especies
Silvestres de la Divarsidad Biokigica con Fines de Invesligacitn G antifica Mo Comercial, y
=@ oman oir&s delerminasionss”

Homibre Clentifice Tipo de muesira Mo, Localidsd mlm:::““m“ a

Tajids vegetal aledado - =
ke Hhpocrakes por b Todas glr::mmpnrpann. 2 veroa
iSRG RNE
Tjida vegotml atedadn -
Ceden Pindlachorales | por Todss Elmumh'u por plamta, 2 vecas
I uniamos - .
Tafida wngalAl skeciain
Crden Diaporaks por Tadas glmﬂlru por plamta, 2 vecas
Moo g S M a9
Teiha wagalal afeclada
vk Mylarialas par =acdas A s ines por plania, 2 vecas
mErCCrganamaE A mes
Tajds vegetal afectadn
Cirden Feloliales par Todss & raenlnas por planta, 2 vooos
HEE] AT a mis .
Tajrie wageal aleciado =
Cordan Myzna phageal ales p;* Tz & mesims por planka, ¥ ke
m Far=y al Mk
Tejin vagstal afectado
Crdan Plesparalas s Toczs :mlﬂawpm 2 v
m = "“W
Tejon vegetsl afeciado
Dretdan Agaizales axr Todas :mﬂw planta. I visiso
i meg
T ejdo wegetal alnmaca
Oroen Uredinalos w_pdn Todas gﬂ'\huﬁnspﬂr plnkz, 2 vepes
TEngAnisTes mes §
Tajde: vegetal alectads
Dirden Laliagieas por Tedas € muesyas por planta, I vates
mirnoganismes " med
Teido vegeial alnctadc
rden Monilales: o ’ Tedas E MUARTAR Fof planta, T vaces
il ke 8| 7wk
Te ido vegetal alecdads
Crden Micala estarila | por Todse ""I""'-'*WM:NHBHIB. 2 vaen
mirBaganismos al mez
T ida vegalal sleclace
Srden Spatwenniiaks | por Todas | £ muestes por clants, 2 veces
wicrsuganismos
T ido wey elnl alsdane
Orden Melanooniakes par Todas EI":E"“H:ET planla, 2 veces
ITiEraganmas
Teida wegelal sfeciado P
Genero Pseudomonas | por Todas :Ir::slra-s-pnr pamnla, 2 weles
| MiETa¥ganiEmos
Ta ido wegalal slsctane
Génsrc ¥anthomanas | por Todae glr['rgﬁﬂ por planta, 2 veces
mirsaganksmos
Ta ido vegelal alsdacs
Ganara Erwinia por Todas :Ir:zﬂm For phanta, 2 veces
[ i
T i wegelal alectaoo
Gatewens Bl P Todes :Ir:zlmlpurp-nln. 2 vores
riraarganiamos
T o vegelal akectaco
Ooners Clavbacler | por Tadas :‘I":_z"”"mp"“m- 2 veces
T o wegpetal alolaco
Germrg Kylsly e Tustas Elr:gwn;pﬂpmn. 2 ymnes
reirrnnmaniemas
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*Por s cual se olorgs Pesmiso Individual de Recoleceidn 2e Especimenes de Especies

Silvasires da la Divarsidad Biolbgica con Fines de Imvesligacian Clentifice No Comerdial, y
sr oman oiras del e minaciones”

Cantidad de stpneimanses &

Mambre Cienlifco Tipo de muestra Ho. Localidad recaloeaar
i Tejida veqeia: afectadn
Cvden Tykrchida | por Todas EI':‘":”“““”""'“' & veces
. I gan Smas
Tejido vegelal seclads )
o o ida por Todas :\'rrmu:’.ﬂ-m- pod Sanla, 2 vees
micrdgansmos
Tegido veqelsl sectady ]
Jo T — pr Todas f‘r:::l B pot planty, 2 veces
MisFANTAN MR
oo vogelal alechoco
o Drakmide par Todas glr:.nc;:ua: sor plante, 2 woics
LG BN RS
Tinid wiglal atectidn & ngalin por pln, T el
Crgan Payparaks par Todas ol mes
micoorgarismos
Taajeh visgatal atastati B s oo plrka, 2 vete
Famim Trpanasomalides | por Todes ol mes .
FiroMgarkmos
Taida vegelal slectado
peor 6 Tresiras por plerta, 2 veces
{hse Molicules FiCFHNG2r ismos ¥ Todas al mes 20 insechos 4 vooos al
ik M
inlemcs db TERGE
Tajide vegetal alecadn ;
Wrps-winidas o Todas EI:I'_:W" por plenia & vepes
i NN AN STos
Tajde vagetal afsctsda & muesies por planks. 7 veces
Clasa Domycetes o Todas ol g 25 porp
furl anismos i
Tajda vegetal afeciada - _ -
Famiia Clavicipelaceas | por Todas Elr:_::‘u“ Pa" planta. Z worss
il r
Tojoo vecesal aleczada | | r o i | |
Familia Corycimstacean | por Todag :IT-:;TIM“ P Ak, 3 weoi
i
p— l;jl!n vagetal alectada Togas B musairan par plarts. 2 veces
Ophicenrmyi patazsan p— alee
Cvden Lapooplarg Ik iy TRl Todes 20 Indivduns { Gamara
Orgen Fymenapioa kv dus coTgdatn Todag v ¢ SRmana
Clridan Coleaplamn v CuG CoTiein odas Indiviguns ¢ Semana
Qrzar Ciplam v I odus 20 individuos ¢ Semana
n o Ny D coTglaln Todak 20 Irlividung { Samana
Qrden Hamiplam v canplals Todas 20 incivduns ! Semana
. . Mucsinag vagetalng B musaliae pae planks I veoes
-E'.H:‘TSMEEHM SAmEk. bl heje, e, Todes Hl ek
Elnnis munewrsis ¢ Efaols | Mocsines vagatalas Ted B rininas por planta 2 vepes
aairpk, o bojs, ra's. Be al mes
hhuasiras wagatalae B sairas :hle.l:h:\'ﬂ:gc{alpcr
Eisols olacern sjampk tallo ol rae Todas paima, dos veoes ol mes
Ezpeces culthvabies lales
oM Cago | T Masiras vagelal Todas b rossiras da b ido vegelal por
pazac) coeo (Cocd 5o o | eempks, sla hoje, el pama, dos veces al mes
MANGH Mfﬂ‘f‘\d‘ﬂ-ﬂ.
Ceden Fabalkes Eaquigss, Beres i Fulios, Tadas E;;_"::ns Ror plrita, una vaz
Srden Malvalng Enquaja, Beres v Fulte, Todes Elmm I g plarka una ver
Crdan Malgiah ales Enguning, Boree o filcs, Todas B mcsatrae por plinta, una ver
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‘Por e cual es ciorga Parmiso Individual de Recoleccidn de Especimenes de Expecies
Sllwestres de la Diversidad Rigldgica con Fines de Investigacien Clentifica Mo Comancial, y
58 tOman otras detarminaccnes”

’ Cantidad de eSpLcimanes &
Mambre Chen
e Chnies Tie de Ho- L gk LAy
Trdan Laniales Esqineie, Aores v frutos. ~odas g"‘n':f:lrﬁ por plarka, una vez
Crdon Poales Esquejss, foms i frutas. Todas g:_-;‘“‘ par planta, ung Vel i

ARTICULG SEXTO. - El cronograma planteado gara llevar a cabo la recolaczion de
indheiducs v muesiras e las localidedes sulorizadas es la realizacion de muestrecs
semanales para la colecta de inseclos v quincanales para de musestres de tejido de palma
e i, otras especies veapelales y swelo, aclaréndose que |os muestreos no e& hardn
en Indas |as lccalidades objeto de estudio bode el iempo, sne que estos dependeardn de ks
arsas de astudio donde se presenten looos de infeccion o se lleven a cabo disefias de
EXpETMENtOE.

PARAGRAFO. La Corperaciin Centre de Iwesbigacidn en Palma de Acaibs CENIPALMA
deberd, con antelaciin, madiante comunicacion escrita o cormao ekacirdnico, informar a le
AMLA sobra su dasplazameanto a las dreas de estudio y ia facha previata para realizar las
actividades autorizadas y sobre los especimenss gque serdn obpeto de recolecoion y
movilizacion, Dicha comJnicacdn, unta con la copla del Permise Individual de Recasleogitn,
deteara ser porlada por los investigaconss cuando realice les actividades de recoleccion en
campa,

ARTICULG SEPTIMO. — Las rutas de movilizacién pare al poaterior irealado de muestes
bichdgicas, hasta ser depositades en une coleccldn reglstada ante el Instiulo de
Invesligackén de Recursoe Bicldgicas Alexander WVon Humboldh duranie la vigencia del
Permiso, que se aulorizen son las siguientes:

-,

Oiggaen Desting [ Modo "‘!! Fecha {Tentatival
Ballvar: San Pabie, Smil, San luar da anﬁ.l“h. "'"'Tmm
Megomcans,  Zambrero, BN P, [ o0t TETRERR | e
Regidor. Worakes, Zambraro s 'Slmnlnn
Casar Agushin Codazzl, Becerrd, Bosoonia, | Zona Bananema: |
Erimichagua, Curumand, Gamamra, La Paz, | Campo  Expeimansal | Termsrs
Falitag, Fylaya, Tamasmague Palinar de ka Siema
Earrancabssmija
Compe  exparimansl | Wizroorganismos:
. Paimar de ks Vizcaing o
S e | e e
} , Riode Cro =1 Copey | 5 o Bananera: R ¥
Carpe  Exparimantal R ’
P iaf. .
Insactos: tndos los
Wsjdalena: Algamooo, Aracaloc Zona Banamneri VIR s, Iu.:: m;:,st}_
&nguani, El Resén, Fivijley, Fuctlo, Yigja, | Campe  Exparimantal | Termesis 7,8, 14, 16, 21y 22
Sabanag del Ange, Zone Bananeta | Peleer ge ks Siers 8 pscin e por
Barrancaberme|a: ceaidod.
Horte do Santander: Lz Ssoeranza Campe  expaimantal | Temes i
Pl da b Wigcaing Plantas meclarlleras
Enntander Elmr.rr:uuurmqa.Lebrlu. E Barran renafa: y e cabarisra: ane
Corren, Fuero Wiches, Rie Nagra, Campe  scperimenial | Tereays | 105126 12y 18 de
Sabana de Torms, San Yicanla Sab Pk ‘Wizcai cada mes por
Chicuiri, Jimasst, aimer de la Viezeine ol
Parmlebiiana:  Camaa
Cundinamisfed Paratabiuans Expsrimenisl Palmar de | Tomesine
las Cornoomms ]
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“Por 1a cual se otorgas Pesmiso Individual de Recolacciin de Especimanis de Espeaies
Silveslres de a Diversidad Blokgica con Fines da Irmastipaciin Cientifica Mo Comercial, v
=& loman cires daterminacionas™

DOrigen

Diabing

Mariro: Tumaco

Pusin Lapez, Restreps, San Carlas do
Gupica, San Marln, Willaywanso,

Moo de
Iranapone

Facha (Tentativa)
|odas 2% Peses, os
ding 1, &2 15 16y

Tumaco: Finca La
Providenca

Torresye

7 por luadidad,

Insnotos: tockos o
mMesaR, |06 dias 1, I,
TR BTy 22
de caoa mes par
localidad.

Piartae nectardoras
y de cobertura: cnir:
g dias 12 ¢ 18 da
A Fed por
Incalidad

ARTICULO OCTAVO. = El responsatle del privecto v el grupo de frabajo que se autoriza

as!
Fartioipacicn cn el
. Pr
Investigador Identibeassan: | Fampeion sadaicn |—reyuct -
Responsablz MN.‘“
Gk Andrea Sarmia vila 4R 57 IrapEraBas Aygron G X
| Carios Muunao Acango Unse | GO 75100011 | Irceriara Ao fmics X
Ef‘;::::m Barrica C 11048530 | Ingerieris Agrontmicn *
|\Wilam Fatan Bal S0 1062 T25 488 Ingenisra sgrinoma H E]
s 0 CC13EITEAT | Ingeniera Agranoma X ]
Jesus &y Mata hanohoy GO 1A 14T 835 P Gerciens Bgron Gmice %
m"chrc"‘"b Piesiinia GG 1 0004TO5EE | Irgariama Agronmics X
uti Adeises Westizn Gargen |GG 1059717 832 | Irgarinng Agrenamia X
Ié::,::mm Mames | o B0 e IFgerinma Agron Sk *
| Fabian Algundar Mordni [ 2 Irgerieda Agrondmica X
Ficaa EE“"_“""“"" O 31 852 Tog Siakgin ¥
Carmenzn Monloya Jammika | GG 138 Biakegia E]
Fally Bwin L 5284 347 Biakgin L
Mariana Herema Corzo CiC 1 CF 753 733 Siakegia ]
Mar’s Camila Radriguer Crur | O 1000 656 TR 1T T X
Calalina Chawnr Sipina 0 10 400 Rad Microbinlcsy'a X
gandra Vulelh Casalo COSSORREI | Ingenierin Agrondmeca %
Cinrion Anchéct Sandoys GG 1113EZRERA | Inganiera Agronsmica x
Cofraks
Diana Zarelna Vake 1
i Fardndas | C 1085 847 358 | Menetiohgia %

ARTICULD NOVENO. - La Corporacién Centro oe Investigacitn en Palma de Aceits
CEMIPALMA, deberd cumplir con las sigubentzs cbligazionas:

an o P
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Resolucidn Mo, 02431 Dol 34 de diclembre de 2048 Hoja Mo. 9 g 11

e

"Po |y cual 58 oforga Permiso Individual de Recolecoidn de Especimenes de Especies
Silvastres dz la Diversicad Bioldgica con Fines de Investigacisn Cientifica Mo Comerclal, v
se boman otras determinaciones’

b Presenar cinog (5) informes parciaks de aclividades de recoleccidn relacionados
con &l parmiso, uno por afio de vigancia del misma, dende para la entrega de dichos
nfarries we dabe fener an cuenta la facha de ejecutorls oel acio admirativo gue clongud
¢l permise. Agui, s8 debe ncluir le relecidn del materal recolectado (nomern de
espeCimenss) que serd enfregado 3 colecciones biokgicas de referencia, coma ol que
se8 eliminads como rsicus pashenon a las aclividades planteadas a llevarse a cabo an
&l laboralorio. ualments, deberd prescntar un informe ral de actividades que redna
l lotaldad de informacién recolectada en el desamrollo de las actividetes del proyecto
de imesligacion, Los informes s deben presentar de acwerdo con el Formate para la
Relacion def Matarial Recolectade del hedss Sivestre, v allegar los mismos en formalo
digital editeble y pdl.

o) Enviar copia digilal ce las publicacionss que se derivan del proyecio;

d} Suministrar al Swtema de Informacion en Biodiversidad de Colombia (SiB) la
informacidn asociada a los especimenes recoleclados, ¥ entregar a8 la autonidad
competante la constancia emitida por dicho sisterma;

ah El tilular de esle permiso serd responsable de realzar los muesirecs de lorma
Adecuada e WEnminos del ndmerd sl de roeesiras, recoenca g8 moasirec, Slios de
muestres, entre otros aspeclos. de manera que no s¢ afecten s especies o los
acosiEtiemas en raztn oe la sobre-colecia, impactos negativos en lugares criticos para
ia reproducckon, efectacidn de ciclos bickdgicos, dieta, entre otras.

ARTICULD DECIMO. - La Corporssion Cendro de Investigacen en Palme de Aceite
CEMIPALMA, deberd tensr en cuenta o defimide en el Capitulo 109 cel Tiluln 2 ge 1a Parte
2 del Libro 2 del Decrelo 1078 de 2015, referente @ la Tasa Comgensatona por Caza de
Fauna 5vestra, asl como tambign ko establecido por o Minslerio de Ambiente v Desarolo
Sostenible a través dal Decreto 1272 del 3016* y las Resohciones 1372 del 22 de agosio
de 2016 v 0589 del O de marzo de 20175

ARTICULD DECIMO PRIMERO. - Las ‘nvestigaciones adelanladas en ol marco el
proyecto que involucren actividedes de sislemdtica mokeculers, ecdogia molecular,
evolucldn v blogecgrefia, no configuran acceso al recurso gendbico y por tanio, son
aclividades amparadas por el Permigc Individual de Reccleccitn.

PARAGRAFD. - La Carpo-acian Centro de Investigacién en Palma de Acaite CENIPALMA
debara diligenciar la informasion correspondients en el *Formato para la Recolaccion del
Matarial Recoleciadn dal Madio Sivestra” y presenlar los soporlas respeciivos de la enirega
de les publicacionas dedvadas del proyecto al Ministere da Ambeante v Desarrolls
Sostenibla y a esta Autoridad,

ARTICULO DECIMO SEGUNDO. = Para accedir & los recursos genéticos wo productos
derivados. con fines industrales, comercides o de prospeccidn bioldgics de los
especimensgs recoleciades en el marco del Permiss Individusl de Recolecclén, cebera

¢t hdizionsds por o Dacniks 1272 eed 3 2o ogoste de 2096 Por o) cual e adcionn we capdus &' Tivis § de e Fee 200!
Liarn 2 dal Dagrolo 1076 m‘usamuxnwwﬂalsmﬂmmfmww an ln mincicnans
o i Nk S I SENT ST CETI 00 fAATH SIVREEE 1 B0 56 [0 ofmu A s

17 Por @ o 5 pekeTom n gl &l Ton's B g de sate 2 el Deonrn 1074 de 2008, fworein Pron Rahomdui dat

-
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“Por la cusal sr abarga Permiso Insividual de Recoleccidn de Especimensas de Espacias
Silvestras de la Diversidad Biologica con Fines de Invesligacion Clentifica No Comercial, y
s toman olras delerminaciones”

suscriblr el confrato de accaso 8 recursos genclicos wio producios dedvados con el
Ministerio de Ambients y Desamrollo Sostenibla.

ARTICULD DECIMG TERCERD. — Informar & la Corporacion Centro da Invesligacicn en
Falma de Acaite CEMIPALMA gue, el Permiso Individusl de Recoleccisn de Espocimenes
da Especies Sllvestres de |a Buidiversidad Bisddgica con Fines de Inveshigacdn Ciantifica
ne Comercial, WO AMPARA | recoleccidn de especimenas de espaces silvastres de s
Diversidad Bioksgica con fines industriales, comerciales o de prospeccidn bioldpica; ni
lampo podean ser aprovechados con fnes comercigles,

ARTICULO DECIMO CUARTO. = Informar & la Conparacion Cenlra de Inveslighcion en
Palma de Acgile CENIPALMA que, an caso de requerinse exXponaciin de especiments o
muestras da la divers dad bioldgica, sa debesd atender a lo sefialads en las disposciones
para la obtencidn de un permiso CITES we NO CITES, sagun al caso.

ARTICULD DECIMO QUINTO. — Esta Autondad verificard el cumplimiento de lss
condiciones eslablecidas en el presente permiso incwidusl de recoleccion, v, en
congecuencia, deberd brindar la informacién y apoye lagislico necesario para efechuar el
sefuimienlo de las obligacanes y condiciones eslableckias en el presente permiso,

ARTICULD DECIMO SEXTO, - El priesorie Parmiss de Recolsction podrd sar suspandidn
o revocade de conformidad con el articulo G2 de la Ley 89 de 1883, medianle aclo
administrativo madivads por la Autoridad Macional de Licencias Ambiantales - ANLA, de
oficiz o @ pelicidn de pars, en los cesos en gue el irvestigador haya incumplido les
ohiigacionas sansladas an el miemo o en la reemstividad emblental vigente. Lo antenior, sin
perpuicio de |as meddas preventivas y sancionalories de que trata la Ly 1333 de 2008, ¢
de lae sococnes civiles, peralkes y d sciplingnas 8 gue haya lugar.

ARTICULD DECING SEPTIMO, = Natificar &l contenida Sel présente acla agministrative a
la Corporacion Cerdro de Investigacdn an Palma de Aoaite - CENIPALMA, 0 3 su Apodarado
debidgamente constiluics,

ARTICULD DECIMO OCTAVD, - Comunicar el contznido dal presente acto sdminst-ative
al Miraslerio de Ambisnte y Desamollo Sostenibée, al Ministero del Interior, a Parguaes
Macionales Natrales de Colombia, al Insttutc de Irvestigackin de Recursos Bioligicos
Alexander won Humbaldt al Instiulo Amazdnice de Inveslipaciones Cientifcas - SINCHI; a
la Asociacitn de Corporaciones Aubdnomas Regionales y Desarradlo Sostenible— ASOCARS;
a la Corporacim Autémama del Alle Magdalena — CAM, a la Comporacin Autdnoma Regional
de Cundinamarca — CAR; & la Conporackon Auldnoma Regional de Risaralda — CARDER; &
la Corporacién Autdnome Regicnal g2l Casal del Digee - CARDIZUE: 5 la Corporacicn
Aubénoma Regional de Sucre — CARSUCRE: a la Corporacién Auténoma Reglonal de
Sentander - CAS, a la Coporacion para o Desarcllo Sceterble cal More y Oriente
Amazdnice = COA,; & lv Corporacion Auldnoma Regional para la Defensa de la Mesea di
Bucaramanga - COMB; a la Corporacidn Autdnoma Reglonal para & Desaralla Sesbenible
ded Chaod - CODECHOCO, a la Corporacien Auténoma Regenal del Gendro de Antioquia -
CORANTIQQUIA 8 la Corporacion Autdnoma Regonal de lag Cuencas de los Rios Negro y
Nari = CORNARE; a |a Corporacion Autonoma Regional del Magdalana - CORPANAG: a la
Carporacitn Auttnoma Reglonal de Boyacsd - CORPOBDYACA: a la Caorporacidn Auitnoma
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