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RESUMEN

Ipomoea murucoides (Convolvulaceae) es una especie con una gran diversidad de
metabolitos secundarios con diferentes funciones bioldgicas. Se han realizado estudios que
evidencian una relacion entre el grado de folivoria y la actividad insecticida y alelopatica de
extractos de hojas, atribuyéndose a compuestos inducidos no volatiles. En este trabajo se
determind la variacion bianual (2016 y 2017) de los compuestos organicos volatiles (COV’s)
de I. murucoides en relacion con la herbivoria y con las condiciones climaticas de la zona de
estudio. Ademas, se determind si los COV’s funcionan como atrayentes de la hormiga
defoliadora considerada plaga Atta mexicana. Se obtuvieron aceites esenciales de hojas con
diferente grado de herbivoria (sin herbivoria, herbivoria < 20%, herbivoria > 20%) y dafio
mecénico. Estos se obtuvieron por arrastre de vapor y su contenido se analiz6 por medio de
cromatografia de gases-acoplado a espectrometria de masas. Los datos de las condiciones
ambientales se solicitaron a CONAGUA. En el caso de las hormigas, se realizaron ensayos
de atraccion mediante el empleo de volatiles en un olfatdbmetro de cinco brazos, donde cada

brazo representd un tratamiento correspondiente a cada nivel de herbivoria y dafio mecénico.

El afio 2016 hubo 48 compuestos quimicos y en 2017 se registré 65. En 2016 hubo
menor temperatura respecto al 2017. La precipitacion en el 2016 fue mayor que en 2017
comparacion con 2017. Se inferir la existencia de compuestos preformados o constitutivos
ya que ocho compuestos estuvieron siempre presentes independientemente de los factores
ambientales interanuales y de la herbivoria. No se observo atraccion por parte de los aceites
esenciales obtenidos de I. murucoides hacia A. mexicana posiblemente por la presencia de
compuestos con reporte de actividad repelente como lo fue eudesm-7(11)-en-4-ol encontrado
en hojas con herbivoria < 20%, nerolidol y espatulenol presente en hojas con herbivoria >
20% y a-cadinol presente en hojas sin herbivoria y con dafio mecanico. Por Gltimo se destaca
la presencia de varios compuestos con reportes de actividad biolégica como insecticidas,
antifngicos, antimicrobianos, alelopaticos y antioxidantes, lo cual podria ser punto de

partida para la busqueda de nuevos bio-herbicidas y bio-insecticidas.

Palabras clave: Aleloquimicos, analisis de componentes principales, bio-insecticidas,

infoquimicos, kairomonas, metabolomica.




INTRODUCCION

Las plantas emiten compuestos organicos volatiles (COV’s), los cuales estan conformados
por terpenos, derivados de &cidos grasos, compuestos aromaticos, alcoholes y aldehidos
(Bautista-Lozada et al., 2012). Los COV’s son importantes para la planta, ya que actuan
como sefiales quimicas para organismos de la misma o diferente especie. Estas moléculas se
liberan por los estomas, las cuticulas de las hojas cuando sufren algun dafio en la superficie
foliar y a través de glandulas (tricomas) (Niinemets y Reichsten 2003). Los pesos
moleculares de los COV’s varian de 100-200 Da; lo que facilita su volatilizacion a
temperatura ambiente, cabe mencionar que la velocidad de liberacion de COV's a través de
los estomas es menor respecto a tejidos de la planta dafiados por herbivoria (Schoonhoven et
al., 2005).

Los COV’s pueden ser constitutivos o inducidos al formar parte del mecanismo de
defensa que las plantas exhiben ante el dafio por patégenos y herbivoros (Vivanco et al.,
2005), por lo que estos compuestos varian en respuesta a la herbivoria, tal como se encontr6
en plantas de Solanum lycopersicum cuando era consumida por Spodoptera litura (Raghava
et al., 2010). Lo mismo se ha evidenciado con compuestos no volatiles, donde no sélo la
herbivoria per se genera cambios en el metaboloma de la planta, sino que dependiendo de la
densidad del herbivoro (estimador del grado de herbivoria) ocurren diferentes patrones
metaboldémicos (Ossipov et al., 2014, Ponzio et al., 2017, Ocampo-Antonio 2017). En COV’s
no existen estudios previos que indiquen que como influye el grado de herbivoria en su

variacion.

La sintesis de COV’s también depende factores abidticos como la luz y temperatura:
Durante los meses de menor temperatura y exposicion a la luz solar, hay una disminucién en
la produccion de COV's (Figueiredo, et al., 2008). Se ha encontrado que al medir la emision
de monoterpenos de hojas de diez especies mediterraneas en condiciones de luz (1,000 pmol
m2 m™? PAR) y oscuridad, ocurre una mayor tasa de emision de volatiles en Quercus sp. y
Pinus pinea en condiciones de luz. Especificamente la produccion de ocimeno en P. pinea,

fue dependiente de la luz (Owen et al., 2002).

Por otro lado, Valares Masa (2011) determind que hay un incremento en diterpenos

y flavonoides cémo 3-7-di-O-metilkamferol de Cistus ladanifer (Cistaceae) cuando la




temperatura es mayor en los meses estivales. En un estudio realizado por Leyva et al., (2007),
se muestra que la emision de p-metilanisol por flores de Cananga odorata (Annonaceae)
decrece cuando la temperatura desciende en el mes de octubre pero se incrementa en el mes
de marzo con las altas temperaturas. Las variaciones anuales de factores abioticos influiran
entonces en la composicion de COV’s de las plantas, sobre todo de aquellas especies

caducifolias donde la generacién de hojas ocurre solo en verano.

Los COV's son aleloquimicos que de acuerdo con la clasificacion de Nordlund y
Lewis (1976) pueden desempeiiar funciones de alomona (+/-, disuasor alimentario),
kairomona (-/+ atrayente) o sinomona (+/+, interacciones tritréficas) en las interacciones que
mantienen con organismos de diferente especie. EI conocimiento de la funcién y variacion
temporal y por herbivoria de los COV’s puede ser una base para su potencial empleo en el

ambito de control de plagas (Cortesero et al., 2000).

El género Ipomoea es fuente de compuestos toxicos como las resinas glicosidicas y
alcaloides pirrolizidinicos. Ipomoea tricolor y las arbéreas I. pauciflora e I. murucoides
sintetizan metabolitos secundarios gque actian como alomonas y son potencialmente Utiles en
el control de malezas e insectos (Lilia-Chérigo 2006, 2008, 2009, Le6n-Rivera et al., 2005,
2013, Valencia-Diaz et al., 2010, 2013, Corona-Castafieda et al., 2013, Flores-Palacios et al.,
2015, Ocampo-Antonio 2017). Al respecto, se ha reportado que el extracto diclorometanico
de la corteza de I. murucoides posee propiedades alelopéticas. En dicho extracto se encontro
que el &cido palmitico y el fitol pudieran ser responsables de dicha actividad, al inhibir la
germinacion de semillas de la epifita Tillandsia recurvata (Valencia-Diaz et al., 2010).
También se ha encontrado que I. murucoides posee propiedades insecticidas, Vera-Curzio et
al., (2009) determinaron la toxicidad de extractos metandlicos de partes aéreas de I.
murucoides hacia Spodoptera frugiperda (Lepidoptera) generando una reduccion en el peso
del tercer (76.3%) y quinto instar (74.6%) de este insecto. Por otra parte, extractos
metanolicos aumentaron el tiempo que el insecto permanece en pupa (Toledo 2000).
Asimismo, Ocampo-Antonio (2017) encontré que extractos hexanicos de hojas de |I.
murucoides con diferente grado de herbivoria tiene una relacion directa con la actividad
insecticida. Por consiguiente, realizd un experimento modificando la dieta de larvas de S.

frugiperda con extracto hexanico, diclorometanico o metanélico de hojas con diferente grado




de herbivoria (sin dafio, con dafio mecanico, herbivoria < 20% y herbivoria > 20%). El
alimento racionado con el extracto hexanico de hojas con herbivoria > 20%, caus6é una
mortalidad del 50% a los 7 dias en las larvas. Ipomoea murucoides también causa mortalidad
en Spodoptera frugiperda cuando extractos hexanicos y metandlicos de esta especie son
afiadidos a una dieta meridica que consume el insecto en diferentes etapas de desarrollo
(Vera-Curzio et al., 2009, Ocampo-Antonio 2017).

Pero especies arbdreas del género Ipomoea también tienen reportes de ser atrayentes
para insectos plaga. Romero-Napoles (1990), reporta que plantulas de Ipomoea intrapilosa
al ser sembradas en cultivos de maiz funcionan como atrayentes de la hormiga Atta mexicana,
es decir podrian emitir COV’s con actividad de kairomona. En la familia Convolvulaceae, se
tienen reportes que extractos de Ipomoea batatas funcionan como kairomonas de afidos
(Palaniswami et al., 2000) Pudiera ser posible que otras especies arbdreas con funciones
alelopatica e insecticida, como I. murucoides, funcionen también como atrayentes a traves
de la emisién de COV’s, y que estos compuestos varien en relacion con la herbivoria y la

temporalidad.

La hormiga Atta mexicana (Hymenoptera: Formicidae) es uno de los herbivoros
generalistas que provoca mayor tasa de defoliacién (Marquez-Luna 1996 y Fernandez et al.,
2015), las hojas, peciolos y flores de las plantas les sirven para cultivar el hongo
(Leucoagaricus gongylophorus) que le proveera alimento (Vigueras et al., 2017). Son
consideradas una plaga debido a que la defoliacién que realizan impacta de manera negativa

la calidad y/o rendimiento de cultivos (Fernandez et al., 2015).

A pesar de la importancia de los COV’s en las interacciones de las plantas, no se han
realizado estudios de los COV’s de |. murucoides que aborden su actividad como atrayente
(kairomona) hacia plagas, especificamente A. mexicana. Asi mismo, no se ha investigado la
variacion de COV s de I. murucoides en funcién de la temporalidad y el grado de herbivoria;
por lo que en este trabajo se propone a) determinar patrones de variacion temporal de COV
“s de I. murucoides en funcion del grado de herbivoria, y b) determinar el potencial como

atrayente de los COV “s de |. murucoides hacia A. mexicana.




MARCO TEORICO

Compuestos orgénicos volatiles (COV’s)

Los COV’s son una mezcla compleja de compuestos quimicos con propiedades
fisicoquimicas que les dan caracteristicas distintivas, como lo es el olor, color, volatibilidad

y viscosidad (Pichersky y Gershenzon 2002).

Las plantas los emiten a través de sus tejidos aéreos y subterraneos y su funcion es la
de brindar proteccién, actuar como infoquimicos en las interacciones bidticas que median
(i.e. interacciones tritrdficas), asi como formar parte de la composicion atmosférica, ya que
contribuyen a la formacion de aerosoles y por lo tanto, modifican la temperatura ambiental
(Bautista-Lozada et. al. 2012).

-Clasificacion de los COV's

La mayoria de los COV’s son productos o subproductos de rutas metabolicas
primarias. En general, tienen propiedades lipofilicas y bajo peso molecular, pero varian en
su volatilidad y coeficiente de difusion. Esta Gltima propiedad indica la facilidad con la que
un soluto en particular se mueve en un disolvente determinado, por lo tanto, el paso de cada
compuesto desde el interior de la hoja hacia la atmésfera depende de este valor (Bautista et.
al. 2012).

Las plantas emiten mezclas de compuestos volatiles que pueden clasificarse en tres
grupos: 1) terpenos (también conocidos como isoprenoides), 2)
fenilpropanoides/benzenoides (compuestos fenolicos), y 3) derivados de acidos grasos

(volatiles de hoja verde) (Figura 1).
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Figura 1. Clasificacion de los Compuestos Organicos Volatiles (COV’s) de acuerdo con su ruta
metabolica (Rojas y Malo 2012).

Terpenos.

Los terpenos se biosintetizan a partir de metabolitos primarios en al menos dos formas
diferentes (Figura 2). En la ruta del acido mevaldnico, tres moléculas de acetil-CoA se unen
de manera gradual para formar acido mevalonico. Este intermediario clave de seis carbonos
se pirofosforila, descarboxila y deshidrata para producir isopentenil pirofosfato (IPP). EI IPP
es el bloque de construccidn activado de cinco carbonos de los terpenos. También se puede
formar a partir de intermedios de la glucdlisis o el ciclo de reduccion de carbono fotosintético
a través de un conjunto separado de reacciones denominado via del fosfato de metileritritol
(MEP) que opera en los cloroplastos y otros plastos. El gliceraldehido-3-fosfato y dos atomos
de carbono derivados del piruvato se combinan para generar un intermedio que finalmente
se convierte en IPP.

El isopentenil pirofosfato y su isomero, el difosfato de dimetilalilo (DPP), son los

bloques de construccion de cinco carbonos activados de la biosintesis del terpeno que se unen




para formar moléculas mas grandes. Primero, el IPP y el DPP reaccionan para dar geranil
difosfato (GPP), el precursor de 10 carbonos de casi todos los monoterpenos (Figura 2). GPP
puede unirse a otra molécula de IPP para dar el compuesto de 15 carbonos farnesil difosfato
(FPP), el precursor de casi todos los sesquiterpenos. La adicion de otra molécula de IPP
proporciona el compuesto de 20 carbonos, el geranilgeranfosfato (GGPP), el precursor de los
diterpenos. Finalmente, el FPP y GGPP pueden dimerizarse para dar los triterpenos (C30) y
los tetraterpenos (C40), respectivamente (Taiz y Zeiger, 2002; Rojas y Malo, 2012).
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Figura 2. Sintesis de terpenos y su clasificacion segun las unidades de isopreno que
contienen (Taiz y Zeiger 2002).

Compuestos fenolicos.

La via del acido shikimico convierte los precursores simples de carbohidratos
derivados de la glucdlisis y la via de la fosfatasa de pentosa a los aminoacidos aromatico
(Figura 3). Las clases méas abundantes de compuestos fenolicos secundarios en plantas se
derivan de la fenilalanina a través de la eliminacién de una molécula de amoniaco para formar

acido cinamico. Esta reaccion es catalizada por la fenilalanina amoniaco liasa (PAL), quizas
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la enzima mas estudiada en el metabolismo secundario de las plantas. La PAL esta situada
en un punto de ramificacion entre el metabolismo primario y secundario, por lo que la
reaccion que cataliza es un paso regulador importante en la formacion de muchos compuestos
fenolicos. La actividad de PAL aumenta por factores ambientales, como niveles bajos de
nutrientes, luz e infeccion por hongos. El punto de control parece ser el inicio de la
transcripcion. La invasion flngica, por ejemplo, desencadena la transcripcion del Acido
ribonucleico mensajero (ARNm) que codifica para PAL, aumentando asi la cantidad de PAL
en la planta, que luego estimula la sintesis de compuestos fendlicos. La regulacion de la
actividad de PAL en plantas se hace mas compleja por la existencia en muchas especies de
multiples genes de codificacion PAL, algunos de los cuales se expresan solo en tejidos
especificos 0 solo bajo ciertas condiciones ambientales. Las reacciones posteriores a las
catalizadas por PAL condujeron a la adicién de mas grupos hidroxilo y otros sustituyentes.
El acido trans-cinamico, el acido p-cumarico y sus derivados son compuestos fendlicos
simples llamados fenilpropanoides porque contienen un anillo de benceno y una cadena
lateral de tres carbonos (Taiz y Zeiger, 2002).

Erythrose-4 Phosphoenolpyruvic
phosphate acid (from glycolysis)
(from pentose l
phosphate pathway)

Shikimic acid

pathway

Phenylilanine [ C3]

Cinnar%ic acid [ Cz]

! }
[Co—c] [Co—<i] (O]

Simple phenolics Flavonoids
[Co—cln [Co— ],
Lignin Condensed tannins

Figura 3. Los compuestos fenolicos se biosintetizan de diferentes maneras, la mayoria de los
fendlicos se derivan, al menos en parte, de la fenilalanina, un producto de la via del acido
shikimico (Taiz y Zeiger 2002).




Compuestos acidos grasos/lipoxigenasa (volatiles de hoja verde).

La sintesis tiene lugar en tres compartimentos subcelulares: primero en el cloroplasto,
luego en el peroxisoma, y finalmente el citoplasma (Figura 4). Comienza con la liberacion
de la fosfolipasa Al del &cido linolénico. La oxigenacion del &cido linolénico es catalizada
por la 13-lipoxigenasa. El acido 13-hidropereroxi-9,11,15-octadecatrienoico resultante se
deshidrata por el 6xido de aleno sintetasa a un intermedio de 6xido de aleno inestable antes
de la ciclacion, guiada por 6xido de aleno ciclasa, dando origen a el &cido cis (+)-
oxofitodienoico (cis-OPDA). El cis-OPDA puede metabolizarse ain mas, mediante la
reduccion del doble enlace del anillo catalizado por la OPDA reductasa, produciendo un
intermedio de ciclopentanona. Este intermediario se somete luego a tres rondas de -
oxidacion, que producen el miembro de la familia jasmonato méas conocido, el regulador de

12 carbonos &cido jasmonico (JA). (Figura 4) ( Larrieu y Vernoux, 2016).
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Figura 4. La biosintesis de las JA se realiza en tres compartimentos celulares diferentes
(cloroplasto, peroxisoma y citoplasma) (Larrieu y Vernoux 2016).

Variacién de compuestos organicos volatiles.

Como se ha mencionado la variacion en la produccion y emision de los COV’s puede

estar influido por factores temporales y bioticos, como la herbivoria.
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-Cambios temporales.

Se pueden distinguir dos tipos de cambios temporales en las plantas: ontogenéticos y
estacionales. La ontogenia se refiere a los cambios de desarrollo genéticamente programados
que tienen lugar durante la vida de una planta (maduracion y cambio de fase). Mientras que
los cambios estacionales se refieren a cambios fisioldgicos en la planta como consecuencia
de la variacion en el tiempo de factores abidticos como la temperatura, luz, agua, nutrientes,
entre otros. En los cambios ontogénicos, las concentraciones de metabolitos secundarios
disminuyen conforme ocurre la maduracion de la hoja, y su concentracion permanece
relativamente constante en las hojas maduras, mientras que en los cambios estacionales la
variacion de metabolitos secundarios esta en funcion de las condiciones ambientales ciclicas
(Kamatou et al., 2007; Koricheva y Barton, 2012).

-Cambios estacionales

La variacion de las emisiones de COV’s puede ser inducida por diferentes factores,
por ejemplo, la emisién de monoterpenos varia en respuesta a cambios en la temperatura, ya
que tienen funciones de proteccién contra altas temperaturas internas foliares que pueden
afectar el proceso de la fotosintesis (Niinemets y Reichstein 2003, Koricheva y Barton 2012).
Mu et. al. (2018), encontraron que el incremento en la temperatura provoco que plantas de
Quercus ilex emitieran mas terpenos (a-pineno y el limoneno), mientras que en condiciones
de sequia hubo mayor emision de a-pineno. La emision de limoneno fue mayor contra el
estrés hidrico, mas evidente al mediodia del verano, destacando que los compuestos
terpenoides son caracteristicos en las defensas contra el estrés abidtico que sufren las plantas.
Por lo general la emisién de COV’s es mayor en verano respecto a invierno. Se preve que las
tasas de emision de isopreno de noviembre a abril sean muy bajas, relacionandolo con las

condiciones ambientales (Guenther 1997).

Las variaciones en el rendimiento y composicion de los aceites se correlacionan con
la herbivoria, parametros meteorolégicos y el ataque de patégenos fungicos, particularmente
en los meses de lluvia. Asi, la produccion de aceite esencial y la de los metabolitos

secundarios en general dependen de las condiciones climaticas (Figueiredo et al., 2008).
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Se ha comparado la produccién y la actividad de aceites esenciales de Salvia
lanceolata, S. africana-lutea y S. africana-caerulea (Lamiaceae), colectadas en diferentes
estaciones. Por ejemplo el rendimiento en peso fresco mas alto se obtuvo para S. africana-
caerulea (0.19%) recolectada en invierno, mientras que las especies colectadas en primavera
S. africana-lutea y S. lanceolata tuvieron un rendimiento de 0.20% y 0.11% respectivamente.
Por otro lado estas especies exhibieron actividad bioldgica diferencial contra Plasmodium

falciparum y células epiteliales de rifion (Kamatou et al., 2008).

- Mecanismo de defensa vegetal v herbivoria

Las plantas pueden poseer mecanismos constitutivos de defensa que proveen, de
forma pasiva, resistencia contra patégenos. Los mecanismos de resistencia constitutiva se
pueden dividir en mecanismos de defensa fisicos o estructurales que presentan
modificaciones morfoldgicas en la planta, como espinas, puas, tricomas, migracién de
semilla a nuevos héabitats, o reemplazo de partes, presencia de capas gruesas de cuticula,
deposicion de ceras; y en mecanismos de defensa quimicos, que se caracterizan por la
acumulacién de compuestos tdxicos en las células vegetales (Loaiza et al., 2007; Madriz K.,
2002).

A diferencia de la defensa constitutiva, los mecanismos inducidos de defensa,
también Ilamados como resistencia inducida, se activan como respuesta a interacciones con
patdgenos, plantas paréasitas y herbivoros. La resistencia inducida es un mecanismo activo de
defensa que involucra cambios en el metabolismo provocados por la expresion diferencial de
genes. El ataque de patdgenos es una condicién desfavorable que generalmente activa una
serie de mecanismos de defensa cuyo fin es detener, aminorar o contrarrestar la infeccion.
Por su parte, después de haber sido atacada por un herbivoro, la planta libera COV’s de las
estructuras secretoras internas (vacuolas) y externas (tricomas) donde los sintetizan y
almacenan. Otros COV’s son sintetizados al momento del dafio (aldehidos, alcoholes y
volatiles de hojas verdes) o de novo horas o dias después del dafio (generalmente terpenos).
Los COV’s inducidos horas o dias después de iniciado el dafio funcionan como sefiales de

comunicacion en interacciones tritroficas (Loaiza et al., 2007; Madriz K., 2002).
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Por otra parte dentro de las emisiones provocadas por herbivoria, existen emisiones
locales en el sitio del dafio para repeler al herbivoro, si el dafio persiste la planta empieza a
sintetizar volatiles de forma sistémica en hojas que no han sido dafiadas y de este modo atraer
a insectos parasitoides o depredadores de los herbivoros, lo que facilita el control poblacional

de los herbivoros (Figura 5) (Rojas y Malo 2012).
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Figura 5. La planta cuenta con dos tipos de emisiones: locales, en la que se emiten volatiles
de respuesta pronta y sistémica en el cual se sintetizan en hojas no dafiadas atrayendo a
insectos parasitoides y depredadores (Rojas y Malo 2012).

La herbivoria es una forma de depredacion en la que la presa es la planta, este estrés
inicia la sefializacion de los mecanismos de defensa de la planta, las cuales producen
metabolitos secundarios, que influyen en el comportamiento, crecimiento o la supervivencia
de los herbivoros. Estas defensas quimicas pueden actuar como repelentes o toxinas contra
herbivoros, o pueden reducir la digestibilidad de los tejidos de la planta (Boyd, 2012).

Las plantas responden de manera diferente al dafio causado por herbivoros respecto
al dafio mecanico, como el que causa el viento en condiciones naturales. Durante la

herbivoria suceden cambios en la expresion de genes en las plantas después de la sintesis
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inducida de proteinas y la mayoria de los metabolitos secundarios de defensa (Camarena
Gutiérrez, 2009)

El dafio del herbivoro desencadena una via de sefializacion compleja, donde los
inhibidores de proteinasa y algunas otras defensas que no estan presentes de forma continua
en las plantas, se sintetizan solo después del ataque inicial de herbivoros o patégenos. Por
ejemplo en los tomates, la alimentacion de insectos conduce a la rapida acumulacion de
inhibidores de proteinasa en toda la planta, incluso en areas no dafiadas lejos del sitio de
alimentacion inicial. La produccion sistémica de inhibidores de proteinasa en plantas de

tomate jovenes se desencadena por una secuencia compleja de eventos:

1. Las hojas de tomate heridas sintetizan la prosistemina, una proteina precursora (200

aminoacidos).

2. La prosistemina se procesa proteoliticamente para producir el polipéptido corto (18

aminoacidos) llamado sistemina, la primera hormona polipeptidica descubierta en las plantas.
3. La sistemina se libera de las células dafiadas en el apoplasto.
4. La sistemina se transporta fuera de la hoja herida a través del floema.

5. En las células diana, se cree que la sistemina se une a un sitio en la membrana plasmatica
e inicia la biosintesis del &cido jasmonico, un regulador del crecimiento de las plantas que
tiene efectos de gran alcance.

6. ElI JA finalmente activa la expresion de los genes que codifican los inhibidores de la
proteinasa. Otras sefiales, como &cido abscisico (ABA), acido salicilico (SA) y fragmentos
de pectina de las paredes celulares de las plantas dafiadas también parecen participar en esta
cascada de sefializacion de heridas, pero sus funciones especificas atn no estan claras (Figura
6) (Taiz y Zeiger, 2002).
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Figura 6. Via de sefializacion propuesta para la induccion rapida de la biosintesis del
inhibidor de la proteinasa en plantas de tomate heridas (Taiz y Zeiger 2002).

Los herbivoros masticadores activan predominantemente las respuestas de defensa
mediadas por &cido jasmonico (JA) (Figura 7), mientras que los insectos que se alimentan de
floema, como las moscas blancas y los &fidos, activan las respuestas mediadas por acido
salicilico (SA). Peng-Jun et al., (2012) plantea que los herbivoros inductores de acido
salicilico (SA) atentan la atraccion de los enemigos carnivoros de los atacantes que inducen
la via de sefalizacion del JA, ya que la induccion de la ruta del SA interfiere con la emision

de COV’s relacionado con JA, y viceversa.
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Figura 7. Ruta biosintética del &cido jasmonico involucrada en la respuesta del elicitor
volicitina que esta presente en el regurgito de larvas de Spodoptera exigua (Rodriguez-Saona
C., 2012).

Kairomonas

Son sustancias quimicas que al ser liberadas por una especie influye en el
comportamiento o desarrollo de otros individuos de diferente especie (Diaz et al., 2012).

Las kairomonas pueden ser utilizadas como feromonas sexuales, cebos para trampas
de monitoreo o para perturbar el comportamiento de ubicacién del hospedero (Tabla 1).

En el estudio realizado por Suckling y El-Sayed (2017) se demostr6 que la mezcla de
acido acético, fenilacetonitrilo, alcohol bencilico y 2-feniletanol atrajo polillas machos y
hembras de varias plagas de Tortricidae, en especial Spilonota ocellana en huertas de

manzana, encontrdndose asi una opcion de uso como kairomonas.

Las kairomonas también atraen insectos para que ovipositen, tal es el caso de las

hembras apareadas de Pieris rapae, que fueron atraidas por los volatiles de la col Brassica
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oleracea var. capitata L. en comparacion con el control (sin volatil), sin embargo, las

hembras virgenes no fueron atraidas, sugiriendo que cambios posteriores al apareamiento

ocurren a nivel de comportamiento, donde las hembras se vuelven mas receptivas a los

COV’s de la planta huésped. El estudio reveld que el comportamiento de blisqueda de

hospedadores de la hembra P. rapae ademés de mejorar rapidamente después del

apareamiento, aumenta gradualmente con el envejecimiento, lo que contribuye al uso de

COV’s vegetales para la seleccion de hospedadores en hembras (Itoh et al., 2017).

Tabla 1. Compuestos organicos volatiles utilizados como kairomonas contra plagas.

ESPECIE VOLATIL PLAGA COMPUESTO REFERENCIA
. Bactrocera .
*_
Cymbopogon Ace_lte diversa y B. Metil eugenol Malo y Rojas
nardus esencial 2012
zonata
Malus *-Volatiles de Rhagoletis . Malo y Rojas
domestica L fruta pomonella Hexanoato de butilo 2012
Archangelica &—A_celte . Diaz y Castrejon
. . esencial de Ceratitis rosa a-copaeno
officianalis raiz 2012
Melaleuca &-Ace_lte Ceratitis rosa Acetato de terpinol Diaz y Castrejon
leucadendron esencial 2012
Zea mays *-Volétiles de Anopheles Benzaldehido, nonanal, p- Wondwosen et
(BH-660) polen arabiensis cimeno, limoneno y a-pineno al., 2017
Arboles #-Volatiles de Spilonota Fenilacetonitrilo, alcohol Suckling et al.,
manzano hojas dafiadas ocellana bencilico y 2-feniletanol 2017
Brassica "
oleracea var. &-Volaples Pieris rapae Nonanal y decanal Itoh et al., 2017
. de hoja
capitata L.
Persea +-Compuestos Xyleborus _copaeno v quercivorol Kendra et al.,
americana sintéticos glabratus @ -Cop ya 2016
Solanum - . . .
tuberosum &-Volatiles Tec_:la _ fenllacetqto de metll_o, Karlsson et al.,
N de flores solanivora fenilacetaldehido y 2-feniletanol 2017
var. Princesa
Solanum Tridecano, 2-isopropil-3-
lycopersicum  #-Voléatilesde Meloidogyne  metoxipirazina, 2-(metoxi)-3-(1- Murungi et al.,
y Spinacea raiz incognita metilpropil) pirazina, sabineno y 2018
oleracea salicilato de metilo

——
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Continuacion.

ESPECIE VOLATIL PLAGA COMPUESTO REFERENCIA
Arboles #—C_omp_uestos Cydia (E,2)-2,4 (_jecadllepoato,,sglfuro Jaffe et al., 2018
manzano sintéticos pomonella de n-butilo y acido acético

. \/nl4k (E)-B-ocimeno, (Z)-p-ocimeno,
Anacardium +-Voldtilesde  Pseudotheraptus aloocimeno, y (Z) butirato-3- Egonyuetal., 2013
occidentale hoja wayi i

hexenilo

gﬁ?ﬁ;;;a #-Csii?]rtr;ptli%%sstos Eg‘pﬁg:ﬁj esa o -copaeno y quercivorol Kendra et al., 2017

*-Kairomona atrayente oviposicion. +-Kairomona atrayente apareamiento. #-Kairomona atrayente alimentario.
&-Kairomona atrayente hospedero.

Con base en lo anterior, el presente trabajo tiene por objeto la identificacion de un
compuesto o mezcla de compuestos involucrados en la quimioatraccion hacia A. mexicana,

considerada una plaga de interés agricola importante, para su manejo o control.

Ipomoea murucoides Roem. & Schult.

La familia Convolvulaceae incluye 40 géneros, dentro de los cuales se enlistan méas
de 1,500 especies. Tienen una distribucion cosmopolita, aunque alcanza su mayor
diversificacion en latitudes intertropicales, particularmente en regiones que presentan
temporadas secas. Se pueden identificar arboles, arbustos, lianas, con mas frecuencia
enredaderas volubles, plantas herbaceas rastreras o erectas, en ocasiones paréasitas de otros

vegetales, frecuentemente con latex (Carranza, 2007).

Las especies del género Ipomoea tienen propiedades toxicas contra algunos insectos
plaga de interés agronémico, como la mosquita blanca (Trialeurodes vaporariorum) y el
gusano cogollero del maiz (S. frugiperda) (Toledo, 2000).

Ipomoea murucoides (Tabla 2) se distribuye desde el occidente y centro de México
hasta Guatemala. Se encuentra a una altura entre 1,400-2,450 m s.n.m., florece de octubre a
marzo (Figura 1). Es una especie arborea de 2 a 8 m de altura, el tronco es de hasta 40 cm de
diametro; tallos jovenes densamente lanuginosos, los maduros lisos y grisaceos, ramificados,
de madera blanda, con presencia de latex; tallos floriferos longitudinalmente surcados, de 5

a 8 mm de didmetro; peciolos de 1 a 3 cm, ovario conico, glabro, 2-locular, 4-ovulado, estilo

17

——
(—




de 4 a 4.5 cm de largo, estigma 2-globoso; capsula ovoide, de mas o menos 2.5 cm de
longitud, 2-locular, 4-valvar, con 4 semillas; semillas romboides, de 11 a 12 mm de longitud,
de color café oscuro, setosas en sus bordes laterales, con pelos blancos de mas o menos 15
mm de longitud (Rzedowski 2005, Carranza, 2007).

Tabla 2. Clasificacion taxondmica de Ipomoea murucoides Roem. & Schult (Carranza
2007).

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida
Orden: Solanales
Familia: Convolvulaceae
Género: Ipomoea
Especie: murucoides

Figura 8. Flor de Ipomoea murucoides, en la imagen se observa céaliz pubescente, una
caracteristica distintiva de la especie.

En la medicina tradicional las infusiones de hojas, corteza y flores se utilizan para
tratar las inflamaciones y contra las picaduras de escorpion (Leon et al., 2005). En el estado
de México y Morelos se utiliza para tratar problemas de la piel y contra la caida del cabello;

en Michoacan contra el salpullido; y en Oaxaca para sacar “clavillos” y tratar la disipela. De
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igual manera es utilizada para disminuir el dolor e inflamacién por golpes musculares
(Biblioteca digital de la Medicina Tradicional Mexicana, UNAM. 2009).

Un estudio realizado por Tello (2005), demuestra la capacidad de O. biannularis
(Tabla 3) para desarrollar su ciclo completo en I. murucoides sin sufrir efectos por los
metabolitos secundarios toxicos que sintetiza (i. e. alcaloides pirrolizidinicos). Lo anterior
demuestra la capacidad de estos insectos de ingerir y almacenar cantidades significativas de
diferentes compuestos quimicos que posiblemente utilizan como fuente de reserva para su
hibernacion y/o para que las hembras protejan sus huevos (Figura 9) y con ello conferirles
proteccion contra sus depredadores. Cabe mencionar que Ipomoea murucoides es consumida
principalmente por el crisomélido Ogdoecosta biannularis, el cual puede llegar a provocar

defoliaciones severas es esta especie (Tello, 2005).

Tabla 3. Taxonomia de Ogdoecosta. biannularis (Boheman) (CONABIO-Ordoiiez-
Reséndiz 2014).

Reino: Animalia
Phyllum: Arthrtopoda

Clase: Insecta
Orden: Coleoptera
Familia: Chrysomelidae
Género: Ogdoecosta
Especie: biannularis

Figura 9. Hembra de O. biannularis ovipositando en hojas de I. murucoides.
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Fitoquimica de I. murucoides.

Los metabolitos secundarios, en particular los alcaloides, fenoles, flavonoides y
taninos, son compuestos quimicos que por lo general intervienen en las interacciones
ecoldgicas entre la planta y su ambiente. Se sintetizan cuando las plantas estan en condiciones
adversas, entre ellas, el ataque por herbivoros, microorganismos y la presencia de diferentes

especies que compiten por luz, agua y nutrientes (Cabrera-Carrion et al., 2017).

Se han realizado varios estudios sobre la fitoquimica de I. murucoides (Tabla 4), por
ejemplo, se ha encontrado que las raices de esta especie presentan glicésidos pentasacéridos
Ilamados murucinas 1-V (Leon et al., 2005). Por otro lado, en flores de esta especie se han
aislado los pentasacéaridos Ilamados murucoidinas I-V, XII-XVI, XVI1I-XIX, estoloniferina
I, ademas de dos &cidos glicosidicos: el &cido simoénico B y el acido operculinico A (Chérigo
y Pereda 2006, Chérigo et al., 2009, Corona et al., 2013). En exudados de corteza se

identificaron las murucoidinas X1X-XX (Leon et al., 2013).

Por otro lado, un estudio sobre dafio externo (i. e. epifitismo, dafio intencional)
causado a ramas de |. murucoides provocé una variacion en la composicién quimica de
extractos diclorometanicos de corteza respecto a ramas que no sufrieron dafio alguno, en ellos
se exhibio una mayor concentracion de compuestos con propiedades alelopaticas como el
acido palmitico, ademas del escualeno que es un compuesto con propiedades atrayentes de
insectos depredadores y el 1-hexadecanol, compuesto volatil de defensa (Flores-Palacios et
al., 2015).

Tabla 4. Compuestos quimicos encontrados en diferentes tejidos de Ipomoea murucoides.

TEJIDO COMPUESTO REFERENCIA
Raices Murucinas I-V Leon-Rivera et al., 2005
Floresy Murucoidinas I-V, acidos simonico . .
resina B y el 4cido operculinico A Cherigo y Pereda-Miranda, 2006
Flores Murucoidinas XII-XVI Chérigo L. et al., 2009
Flores Murucoidinas II1, V, y XVII-XIX Corona-Castafieda et al., 2013
Corteza Murucoidinas XIX y XX. Ledn-Rivera et al., 2013
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Continuacion.

TEJIDO COMPUESTO REFERENCIA

Corteza Escualeno y 1-hexadecanol. Flores-Palacios et al., 2015

Ademas de los estudios fitoquimicos, la planta cuenta con reportes biolégicos (Tabla
5), en el cual se han reportado propiedades insecticidas contra el insecto Spodoptera
frugiperda (Toledo 2000; Vera-Curzio et al., 2009), y propiedades alelopaticas contra la
germinacion de la semilla de la epifita Tillandsia recurvata (Valencia-Diaz et al., 2010).

Tabla 5. Estudios bioldgicos con diferentes extractos de Ipomoea murucoides.

TEJIDO/EXTRACTO ACTIVIDAD REFERENCIA

Aumento del estado pupal de
Spodoptera frugiperda
Extracto metandlico  Mortalidad del 46.16% de larvas

Extracto metandlico Toledo, 2000

Vera-Curzio et al., 2009

de hoja de Spodoptera frugiperda
Extracto Inhibicién de la germinacion del
diclorometanico de 5177% de Tillandsia recurvata Valencia-Diaz et al., 2010
corteza
- : . o
Extrac:co_ hexanlcc_) y Supervivencia del 4_1.12 % de Ocampo-Antonio, 2017
metandlico de hojas Spodoptera frugiperda

con herbivoria

Atta mexicana F. Smith (Hymenoptera: Formicidae).

Las hormigas son un grupo de himendpteros sociales de gran diversidad, tanto
taxonémico como funcional. Todas sus especies pertenecen a la familia Formicidae. De
acuerdo al estudio realizado por Rojas (2001), A. mexicana, se encuentra distribuida en gran
parte del territorio mexicano, estando presente en 19 estados, afectando los cultivos de
papaya en el Estado de Veracruz y de maiz en el Estado de Morelos.

Atta mexicana (Tabla 6) es considerada una plaga severa de cultivos de jamaica

(Hibiscus sabdariffa L.) por su capacidad de defoliacion. De acuerdo con Pérez-Torres et al.,
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(2009), que estudiaron mas de 1,800 ejemplares, esta especie es una de las plagas principales
en cultivos en el municipio de Chiuatla de Tapia, Puebla.

Tabla 6. Taxonomia de Atta mexicana F. Smith (CONABIO-Rojas, 2001).

Reino: Animalia
Phylum: Arthtopoda
Clase: Insecta
Orden: Hymenoptera
Familia: Formicidae
Género: Atta
Especie: mexicana

Conocida comUnmente como “hormiga arriera” 0 “cortadora de hojas”, ocasiona
dafos al follaje, su accion es mas intensa cuando las plantas estan en sus primeras etapas de
desarrollo en donde llegan a defoliar hasta una superficie de 10 m? en una noche. Los dafios
de esta plaga se caracterizan por cortes en las hojas del apice hacia la base, dejando

unicamente los tallos mas gruesos (Morales, 2012).

Las hormigas obreras cortan fragmentos de hojas tiernas y suculentas u hojas
completas con alto contenido de nutrimentos y bajo en compuesto potencialmente peligrosos
para el cultivo del hongo Leucoagaricus gongylophorus (Vigueras et al., 2017). El corte y
traslado de hojas presenta una alternancia estacional: nocturno durante el verano y diurno
durante el invierno (Mintzer, 1979), para proporcionar el sustrato a hongos que cultivan en
sus nidos. La actividad forrajera varia dependiendo de los requerimientos nutricionales de

cada colonia, de la estacién y de las condiciones de vegetacion disponible (Farji, 1993).

Todas las hormigas son consideradas como altamente sociales, presentan castas,
division de trabajo, traslapamiento de generaciones y cuidado social como ocurre en otros

grupos de insectos (e.g. abejas y termitas) (Marquez 1996, Rios-Casanova, 2013).

Las obreras tienen una division del trabajo que esta en relacion con la edad y tamafio
que presentan. Asi se distinguen cuatro categorias de hormigas obreras (Figura 10). Las

minimas, que presentan la menor talla (0.6 a 1.2 mm longitud de la cabeza), encargadas de
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cuidar a las larvas, el jardin de hongos y la limpieza general. Las medianas (1.9 a 3.0 mm
longitud de la cabeza), encargadas de la excavacion, busqueda de recursos, corte de vegetales,
transporte y masticado de hojas, son las mas abundantes. Las maximas (4.9 a 6 mm longitud
de la cabeza), que también excavan, cuidan a los descendientes, recolectan sustrato y
mantienen los caminos limpios de obstaculos. Finalmente, los soldados que protegen y
patrullan la colonia y los caminos (Méarquez, 1996).

Figura 10. A. mexicana obrera, vista lateral y dorsal.

Sobre su ciclo de vida, existen muchas variantes de acuerdo con las diferentes
especies de hormigas; sin embargo, el ciclo de vida general consiste en 3 estados: el estado
de fundacion, el cual se lleva a cabo después del vuelo nupcial de las hembras y machos
reproductores de la colonia. Cuando la colonia ha madurado y ha producido nuevas hembras
y machos reproductores dejan el nido para formar nuevas colonias, al cual se le denomina
estado reproductivo (Rios-Casanova 2013). Por lo general el ciclo de vida completo de la
hormiga es de 4 a 7 meses, desde el huevo hasta la etapa adulta en el caso de las obreras
(Figura 11).
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CICLO DE VIDA DE Atta mexicana

| HUEVd \
. mmﬁ uﬂ
(OBRERA)

Figura 11. Ciclo biol6gico de A. mexicana.

La especie se ha catalogado como plaga de interés agricola, ya que afecta los cultivos
de papaya (Carica papaya L.) (Mora Aguilar et al., 1998), jamaica (Hibiscus sabdariffa L.)
(Pérez-Torres et al., 2009, Morales Uriel 2012), la plantula de moringa (Moringa oleifera)
defoliando los tallos y peciolos (Valdés-Rodriguez et al., 2015) y maiz (Zea mays) (Romero-
Napoles 1990).




JUSTIFICACION

Las emisiones de COV’s en plantas desempefian un papel activo en la interaccion
entre herbivoros y plantas vecinas, con lo cual estos COV’s pueden servir para un control
mas sostenible y equilibrado de plagas de insectos en los agroecosistemas. Es por ello que el
conocimiento de la variacion bianual de los COV’s en respuesta a las condiciones
ambientales y el grado de herbivoria permitird detectar patrones de cambios metabolémicos
y por ultimo la emision de compuestos 0 mezcla de compuestos serviran como potenciales
kairomonas para la hormiga A. mexicana debido a la préactica tradicional del manejo de esta

hormiga en cultivos de maiz.

HIPOTESIS

Los COV’s de I. murucoides variaran de acuerdo con el afio de colecta y al grado de
herbivoria, y el compuesto o mezcla de compuestos de los aceites esenciales de las hojas con

herbivoria actuaran como kairomona de A. mexicana.
OBJETIVO GENERAL

» Determinar patrones de variacion bianual (2016-2017) de COV’s de I. murucoides en
funcion del grado de herbivoria, asi como su potencial como kairomona en A.

mexicana.
OBJETIVOS PARTICULARES

» Determinar la composicién de los COV’s de hojas con diferente grado de herbivoria
de 1. murucoides colectadas en los afios 2016 y 2017.

» Correlacionar la temperatura y precipitacion de los afios 2016 y 2017 en la zona de
estudio con la diversidad de COV’s de hojas con diferente grado de herbivoria de 1.
murucoides.

» Determinar experimentalmente a traves de un olfatometro si los COV’s emitidos por

la planta I. murucoides sirven como atrayentes de la hormiga A. mexicana.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Variacion bianual de compuestos organicos
volatiles de Ipomoea murucoides
(Convolvulaceae) en respuesta a la herbivoria y
su potencial como atrayente de la defoliadora
Atta mexicana (Hymenoptera: Formicidae)

Recoleccion de hojas con/sin
herbivoria de 10 arboles.

Obtencion de extractos por

Captura de datos de las
condiciones ambientales en la

zona de estudio (CONAGUA).

hidroextraccion.

Composicion de COV'’s

Andlisis estadistico.

Comparacion de los
COV’s de las colectas
2016 y 2017.

Analisis de datos de
temperatura y
precipitacion.

Correlacién de las
condiciones ambientales
de los afios 2016 y 2017.

Determinacion de COV's
como atrayente del
insecto A. mexicana a
través de un olfatémetro.

Interpretacion y discusion de
resultados.
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METODOLOGIA
Sitio de colecta

El sitio de colecta se encuentra en San Andrés de la Cal, Tepoztlan, Morelos
(18°57°22.2>> W, 99°06°50.2”* N, 1495 m s.n.m., Figura 12), la precipitacion anual es de
1,098 mm y la temperatura media de 12°C y 18°C (Ruiz-Rivera, 2001). El tipo de vegetacion
predominante es el bosque tropical caducifolio, el cual se caracteriza por tener un dosel
abierto, arboles de baja estatura y su vegetacion pierde las hojas en sequia (Rzedowski, 1978).
En la zona de estudio predominan las especies Sapium macrocarpum (Euphorbiaceae),
Bursera fagaroides, B. glabrifolia, B. copallifera (Burseraceae), Ipomoea pauciflora
(Convolvulaceae) y Quercus obtusata (Fagaceae) (Vergara-Torres, et al,. 2010)
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Figura 12. Mapa de vegetacion y tipo de suelo del parque nacional el Tepozteco (Imagen
tomada de Vergara-Torres et al., 2010).
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Composicion interanual de compuestos organicos volatiles

Para determinar la composicion interanual de los COV’s, en el mes de junio de 2016
y 2017 (comienzo del verano) se realizo la colecta de hojas con diferente grado de herbivoria
con base en la metodologia descrita por Ocampo-Antonio (2017), en la cual se colectan hojas
sin herbivoria, con herbivoria (< 20% y >20% de lamina foliar) y hojas sin herbivoria
sometidas a dafio mecénico. Para el dafio mecanico se hicieron perforaciones de 6.25 mm

con una perforadora comercial.

Para evitar la pérdida de COV's, la colecta de hojas se realiz6 a las 7:00 h del dia. Lo
anterior debido a que en las primeras horas del dia ocurre una expulsion de COV’s a través
de los estomas, esta expulsion es abrupta y es consecuencia de la acumulacion nocturna de
estos compuestos (Niinemets y Reichstein, 2003). Posteriormente las hojas colectadas se
embolsaron herméticamente y se colocan en una hielera para ser transportadas al Laboratorio
de Botéanica Estructural del Centro de Investigacion en Biotecnologia de la Universidad
Auténoma del Estado de Morelos, lugar donde se obtuvieron los aceites esenciales.

De las hojas con diferente grado de herbivoria, dafio mecanico y sin herbivoria se
obtuvieron los aceites esenciales por hidrodestilacion (arrastre de vapor). Esta técnica
consiste en una vaporizacion selectiva del aceite esencial respecto de otros compuestos (que
por su bajo peso molecular y su densidad inferior al agua facilita su separacién). A lo largo
de la destilacidn, se tendran las fases inmiscibles organica y acuosa. La condicion mas
importante para que este tipo de destilacién pueda ser aplicado es que el aceite esencial es
insoluble en agua, ya que el producto destilado (aceite esencial) formara una fase inmiscible
al agua al condensarse, por lo cual se permitird su separacion facilmente, el punto de
ebullicién permanecera constante mientras ambos liquidos (aceite esencial y agua) estén

presentes en la fase liquida (Paredo-Luna et al., 2009).

Para la obtencion de aceites esenciales, se pesaron 140 g de hojas colectadas (sin
herbivoria, herbivoria menor al 20%, herbivoria mayor al 20% y con dafio mecanico) en una
bascula analitica (ADAM, modelo Nimbus ). Posteriormente las muestras se colocaron en un
matraz bola de 500 mL, se le afiadié 300 mL de agua destilada y se conectd a una trampa

clevenger a través de la cual circulaba un refrigerante. EI matraz se coloc6 en una mantilla
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de calentamiento a una temperatura constante de 225 °C, hasta lograr la ebullicion durante 4
h (Figura 13). Los aceites esenciales se colectaron con una micropipeta y se transfirieron a
tubos eppendorf, que fueron centrifugados a 1,000 rpm por 5 min. Lo anterior para separar
trazas de agua que pudiera haber quedado entre los aceites esenciales al momento de la

recoleccion.

Figura 13. Equipo de hidrodestilacion, 1: Mantilla de calentamiento, 2: Matraz bola, 3:
Trampa clevenger, 4: Refrigerante, 5: Aceites esenciales colectados en la trampa clevenger.

Los aceites esenciales se analizaron en el Centro de Investigaciones Quimicas de la
Universidad Autonoma del Estado de Morelos, donde a través de cromatografia de gases
acoplado a espectrometria de masas (CG-EM) se determind la composicion de COV’s. Con
la finalidad de determinar la variacion interanual de los COV’s de I|. murucoides, la

metodologia descrita se realizo, en los afios 2016 y 2017.

Del total de compuestos detectados por CG-EM en los afios 2016 y 2017, se realizé
un analisis multivariado de escalamiento multidimensional, donde a partir de la construccion

de una matriz de presencia/ausencia se calcularon distancias de Jaccard entre los compuestos
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(EstimateS 9, Windows). Con dichas distancias se realizd un andlisis para conocer la
similitud entre los tratamientos de herbivoria de los dos afios.

Para determinar si el tipo de herbivoria forma patrones de asociacion con base en sus
constituyentes y si esto correlaciona con los diferentes tratamientos se realiz6 un anélisis de
componentes principales (ACP). Se usaron como variables los diferentes tratamientos (hojas
s/herbivoria, herbivoria <20%, >20% y dafio mecanico), ademas de las condiciones
ambientales (temperatura, precipitacion y radiacion solar) de la zona de estudio. El analisis
de componentes principales estuvo basado en una matriz de correlaciones. Consideramos
como significativas aquellas variables que se correlacionaban con al menos 0.7 de

correlacion. Los compuestos se etiquetaron con letras para abreviar los compuestos.

Correlacion de la temperatura y precipitacion de los afios 2016 y 2017 de la zona de
estudio San Andrés de la Cal, Morelos (Estacion Meteorol6gica Automatica-
Tepoztlan)

Se analizaron los datos de las condiciones ambientales (temperatura, precipitacion y
radiacion solar) de la zona de estudio (San Andrés de la Cal, Morelos). Se solicitaron a la
CONAGUA los datos de las condiciones ambientales de la Estacién Meteoroldgica
Automatica-Tepoztlan, se analizaron los datos del mes de junio del afio 2016 y 2017, que es

la temporada de inicio de lluvias y el comienzo de la produccién de hojas de I. murucoides.

Atraccion de COV’s contra A. mexicana

Antes de realizar las pruebas de olfatometria, se realizé la colecta de hormigas
obreras, a las cuales se les realiz6 pruebas preliminares para la eleccion del alimento para la
supervivencia. Se les ofrecié como alimento: miel, atin, suelo (sustrato del nido de colecta),
setas, agua y una mezcla de suelo, agua y setas (Figura 14). Esto permitié determinar el
alimento ideal para mantener vivas a las hormigas, y en condiciones homogeéneas, antes de

realizar las pruebas en el olfatometro. .
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Figura 14. Diferentes alimentos ofertados para la supervivencia de la hormiga obrera Atta
mexicana. a: Setas, b: mezcla, c: agua, d: atin y e: suelo.

Una vez elegido el mejor alimento se evaluo el potencial atrayente de los COV's de
I. murucoides, se midio la preferencia de las hormigas obreras de A. mexicana en un
olfatdbmetro de cinco brazos (Figura 15) hacia los aceites esenciales obtenidos de hojas de I.
murucoides (sin herbivoria, herbivoria < 20%, herbivoria > 20% y dafio mecanico) méas un
control, el cual consistio en papel filtro con agua destilada. En cada brazo del olfatometro se
colocd un cm? de papel filtro con 1uL de cada uno de los cuatro aceites esenciales
provenientes de los tratamientos ya mencionados. Posteriormente se colocd una hormiga al
centro del olfatbmetro y se sometid a una prueba activa, la cual consistio en generar flujo de
aire del exterior hacia el interior por medio de una bomba de vacio conectada a un flujémetro
(Cole Parmer, modelo PMR1-010295) a un flujo de 1.5 L/min™ y en cada brazo se coloco
una lamina de carbdn activado para la filtracion del aire del exterior, el olfatometro fue
colocado en una caja de color blanco para evitar sesgos por el color (Figura 16). Una vez
realizado el experimento con tres hormigas, se limpiaban los brazos del olfatobmetro con
alcohol etilico al 60 % y enseguida se colocaba nuevamente papel filtro méas aceite esencial
de manera aleatoria, los brazos también se intercambiaban de forma aleatoria. La prueba se
consideraba terminada una vez que la hormiga hacia la eleccién y/o pasaban tres minutos. Se
registrd la frecuencia de preferencia de las hormigas hacia algun tratamiento y el tiempo en

que hacian esta eleccion.

Los datos se analizaron con una prueba de y? (Zar, 2010), donde se evalué la

preferencia de las hormigas a través de la frecuencia de visitas en cada uno de los cuatro
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tratamientos de herbivoria y el control, incluyéndose en el andlisis, ademéas, aquellas
hormigas que no mostraron preferencia alguna. También se registro el tiempo en que las
hormigas hacian su primera eleccion. Estos datos se analizaron con un andlisis de varianza
no-paramétrico de Kruskall-Wallis. En caso de diferencias en alguno de los tratamientos,
éstas se detectaron utilizando la prueba de Z, donde cualquier valor mayor que 1.96 fue

considerado significativo estadisticamente

E Altura
i 15cm

2.5¢cm
15¢m
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} 5cm Patas 5

cm

Patas 5cm

Figura 15. Esquema general y medidas del olfatbmetro.

Figura 16. Olfatometro de cinco brazos, con un diametro por lado de 20 cm y 20 cm de
altura, en cada brazo se coloc6 una lamina de carbdn activado para la filtracion del aire del
exterior.
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RESULTADOS

Composicion interanual de los compuestos organicos volatiles

De los aceites esenciales de 2016, se detectaron 48 compuestos por cromatografia de
gases acoplado a espectrometria de masas (CG-EM)), los cuales se etiquetaron con letras para
los posteriores analisis (Apéndice 1). En ese afio, 22 compuestos se compartieron en todos
los tratamientos; cinco compuestos se encontraron solo en el tratamiento de hojas sin
herbivoria, 4 compuestos en hojas con herbivoria H > 20% y s6lo un compuesto se encontrd
en hojas con dafio mecénico (Figura 17). Por otra parte, el tratamiento de hojas sin herbivoria
compartio al menos un compuesto con los tratamientos de herbivoria >20% y dafio mecénico.
En las hojas con herbivoria (< 20% y > 20%) comparten tres compuestos diferentes al resto,
y un solo compuesto se encontré en hojas con herbivoria > 20% y dafio mecanico. Se
presentaron dos compuestos que se comparten con los tratamientos de hojas sin herbivoria,
herbivoria < 20% y dafio mecéanico. En este analisis se destaca que seis compuestos se
encontraron en hojas que sufrieron algan dafio, como los son herbivoria < 20%, herbivoria >

20% y dafio mecanico.

H <20% H>20%

S/H

Figura 17 Agrupacion de 48 compuestos en cuatro muestras de aceites esenciales
provenientes de hojas colectadas en el 2016. SH = sin herbivoria, DM = dafio mecanico, H <
20% = herbivoria menor a 20% y H >20% = herbivoria mayor a 20%.
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Para los aceites esenciales de las muestras colectadas en el afio 2017 se detectaron 65
compuestos, 14 de ellos estuvieron en todos los tratamientos (Figura 18). Todos los
tratamientos tuvieron al menos un compuesto exclusivo, los tratamientos de hojas sin
herbivoria presentaron 11 compuestos, mientras que los tratamientos de hojas con herbivoria
presentaron mas compuestos con respecto a la colecta del afio anterior (herbivoria < 20% =
6 y herbivoria > 20% = 9). En hojas con dafio mecéanico solo se encontré un compuesto
diferente al resto. En los tratamientos de hojas sin herbivoria y herbivoria < 20% se
encontraron siete compuestos similares. Las hojas con herbivoria presentaron tres
compuestos en comun con el 2016. Las hojas sin herbivoria y dafio mec&nico comparten dos
compuestos similares. Las hojas con dafio mecanico comparten compuestos similares con las
hojas con herbivoria; un compuesto con herbivoria < 20% y tres compuestos similares con
herbivoria > 20%. Se encontraron tres compuestos similares en los tratamientos de herbivoria
y dafio mecanico. En el caso de las hojas sin herbivoria, herbivoria < 20% y > 20% comparten
dos compuestos similares. Por Gltimo, las hojas sin herbivoria, herbivoria < 20% y dafio

mecanico presentaron tres compuestos similares (Tabla 7).

<20% >20%

S/H

Figura 18. Agrupacion de 65 compuestos en cuatro tratamientos diferentes de hojas
colectadas en el 2017. SH = sin herbivoria, DM = dafio mecanico, < 20% = herbivoria menor
a 20% y >20% = herbivoria mayor a 20%.
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Se obtuvo una diferencia en las emisiones de COV’s en los dos afios, ya que en el

2016 se identificaron 48 compuestos y en el afio 2017 65 (Tabla 7).

Tabla 7. Tabla representativa del nimero de compuestos que se identificaron en cada
tratamiento y los compuestos que se comparten.

No. Tratamientos Afo 2016 Afo 2017
1 Compuestos compartidos 22 14
2 Sin Herbivoria 5 11
3 Herbivoria <20% 0 6
4 Herbivoria >20% 4 9
5 Dafio Mecéanico 1 1
6 Sin Herbivoria y Herbivoria <20% 0 7
7 Sin Herbivoria y Herbivoria > 20% 1 0
8 Sin Herbivoria y Dafio Mecéanico 3 2
9 Herbivoria < 20% y Herbivoria >20% 3 3
10 Herbivoria <20% y Dafio mecanico 0 1
11 Herbivoria >20% Dafio Mecénico 1 3
12 Sin Herbivoria, Herbivoria <20% y 0 9

Herbivoria >20%

13 Sin Herbivoria, Herbivoria < 20% y Dafio 9 3
Mecéanico

14 Sin Herbivoria, Herbivoria >20% y Dafio 0 0
Mecéanico

15 Herbivoria < 20%, Herbivoria > 20% y 6 3

Dafio mecénico
Total 48 65

Del total de compuestos identificados, 25 compuestos cuentan con reporte bioldgico,

destacando varios compuestos con actividad de atrayente (semioguimico), insecticida y

repelente (Apéndice 2).

El anélisis de escalamiento multidimensional separd en dos dimensiones a los 8

tratamientos (estrés = 0.025, 2 afios x 4 tratamientos de herbivoria, Grafica #). La dimension

uno separa por afos, se observa del lado derecho los tratamientos de la colecta del 2017 y del

lado izquierdo se agrupan lo de la colecta 2016, lo que quiere decir que hay similitud en los
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compuestos que comparten dentro de afios. Por otro lado, la segunda dimensién separa al
tratamiento de sin herbivoria 2016 y agrupa al resto de los tratamientos (2016), al mismo
tiempo los tratamientos del 2017 se separan, lo que significa que no hay suficiente similitud

entre los compuestos de cada tratamiento (Figura 19).
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Figura 19. Gréafica del analisis multidimensional, en el cual la dimension 1 separa por afio a

los tratamientos y la dimensidn 2 separa por tratamientos a la colecta del afio 2017.

Condiciones ambientales en San Andrés de la Cal, Morelos (CONAGUA) 2016 y 2017

Se analizaron las condiciones ambientales del mes de junio del 2016 y 2017. Para el
2016 se registré una temperatura promedio de 22.37 + 0.88 °C, destacando que el dia 9
registré la mayor temperatura (23.79 + 5.48 °C) y el dia 22 la menor temperatura (20.58 +
3.92 °C). Ademas, se registrd una precipitacion de 335.87 mm y una radiacién solar promedio
de 35,199.87 + 8,590.59 W, siendo el dia 17 el que presento la mayor radiacion solar (45,861
+2,471.09 W) y el dia 22 la menor (13,748 + 1,238.02 W).

Para junio del 2017, el promedio de temperatura fue de 23.06 + 0.91 °C, siendo el dia
22 con la temperatura mas alta (24.60 = 4.47 °C) y el dia 28 la mas baja (21.18 + 3.42 °C).
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La precipitacion fue de 205.65 mm y la radiacion solar promedio de 34,403.36 + 6,588.18
W, donde el dia 21 present6 la mayor radiacion solar (45,620 + 2,334.42 W) y el dia 1 la
menor (21,1149 + 1,307.93 W).

Por ultimo, se realiz6 la comparacion del mes de junio del afio 2016 y 2017 (Figura
20). En este analisis el mes de junio del afio 2016 registro una menor temperatura (22.37 +
0.88°C) en comparacion al afio 2017 el cual registrd una temperatura de 23.06 = 0.91°C;
ademas se comparo las precipitaciones de ambos afios (mes de junio), encontrandose que en
el afio 2016 se registré una mayor precipitacion (335.87 mm), en comparacion del afio 2017
(205.65 mm), la misma tendencia se repitié con la radiacion solar, ya que en el afio 2016 tuvo
un promedio de 35199.87 + 8590.59 W, en contraste con la del 2017 que fue de 34403.37 +
6588.18 W (Tabla 8).

Tabla 8. Tabla resumida de las condiciones ambientales de ambos afios (2016 y 2017).

CONDICIONES AMBIENTALES

TEMPERATURA PRECIPITACION RADIACION
FECHA
(°C) (mm) SOLAR (W)
JUNIO 2016 22.37 +0.88 335.87 35199.87 + 8590.59
JUNIO 2017 23.07 £0.91 205.65 34403.37 + 6588.18
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Figura 20. Grafica de las condiciones ambientales del mes de junio de los afios 2016 y 2017,
las barras representan las precipitaciones (mm) y las lineas la temperatura (°C).

El andlisis de componentes principales (CP, Figura 21), arrojé dos componentes que
explican en total 58.30% de la varianza, con el CP1 (33.17% de la varianza) correlacionaron
los tratamientos de herbivoria de acuerdo al afio en que fueron colectadas las hojas, en el afio
2016 correlacion6 de manera positiva, mientras que el afio 2017 correlaciond negativamente
con este componente. EI CP2 que representa 25.13% de la varianza, separo a los tratamientos
con base en el grado de herbivoria. Aqui se observa un patrén en ambos afios, ya que los
compuestos que conforman los tratamientos sin herbivoria provocan la separacion de éste
respecto a los otros tratamientos. En el otro extremo se observa que, en ambos afios, los
tratamientos de hojas con herbivoria > 20% se separan también. En medio de ambos

tratamientos, encontramos sobrelapados a herbivoria < 20% y dafio mecanico.

38

——
(—




6 | SIN HERBIVORIA 17 ;
. SIN HERB’IVORIA 16

HERBIMOERDAK20D 16
L3

Componente principal 2: 25.13%

HERBIVORIA <20% 47 HERBIVORIA >20% 16 |
2 DANO ME.CANICO 17 4
4}
Bt
8l HERBIVOR;I’A >20% 17

-2 10 -8 -6 -4 -2 0 2 4 6 8 10
Componente principal 1: 33.17%

¢ Tratamiento

Figura 21. Gréafica de los componentes principales de las colectas 2016 y 2017, en el cual se
observa que los grupos de sin herbivoria y herbivoria >20% se separan del resto.

También se realizé un grafico de correlacion con los diferentes compuestos (Figura
22), en el cual treinta y nueve compuestos presentaron una correlacion significativa con el
CP1 (16 correlacion positiva y 23 correlacion negativa) y 24 para el CP2 (11 correlacion
positiva y 13 correlacién negativa) (Apéndice 4 tabla de correlacion). De los ochos
compuestos que se compartian entre todos los tratamientos en ambos afios, siete presentaron
una correlacion significativa (Tabla 9).

Al igual los dos compuestos que se repitieron en el tratamiento de hojas sin herbivoria
en ambos afios presentaron una correlacion positiva con el CP2, los cuatro compuestos que
se presentaron en hojas con herbivoria > 20% presentaron una correlacion negativa con el
CP2 y los 2 compuestos que se compartieron con los tratamientos con dafio (herbivoria <
20%, > 20% y DM) presentaron una correlacion negativa con el CP2 (Tabla 9). Destacando

que varios de estos compuestos cuentan con reporte de actividad biologica (Apéndice 2).
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Figura 22. Grafica de correlacion de los diferentes compuestos, en color rojo se muestran
las condiciones ambientales (temperatura, precipitacion y radiacion solar).

Tabla 9. Tabla de correlacion de los compuestos con reporte de actividad bioldgica y
condiciones ambientales (correlacion significativas en negritas).

No. CLAVE COMPUESTO CORRELACION

CP1 CP2
1 J Copaeno 0.113 0.715
2 AC 1-Elemeno -0.597 0.695
3 AT a-Muuroleno -0.867 0.170
4 BN Cubenol -0.694 -0.398
5 BO t-Muurolol -0.314 0.750
6 BW Fitol 0.857 0.489
7 E (2)-3-Hexen-1-ol -0.369 0.700
8 W Chamigreno -0.382 0.700
9 AU Nerolidol 0.262 -0.688
10 AY Oxido de cariofileno 0.263 -0.688
11 BF Espatulenol 0.254 -0.696

[ )




Continuacion.

No. CLAVE COMPUESTO CORRELACION

CP1 CP1
12 D 2-Hexenal 0.403 -0.680
13 AN Elixeno 0.380 -0.693
14 TempJ 16 TempJ 16 0.293 -0.479
15 Prec) 16 Prec) 16 0.293 -0.479
16 RadSolJ 16 RadSolJ 16 0.304 -0.584
17 Tempd 17 Tempd 17 0.293 -0.479
18 PrecJ 17 PrecJ 17 -0.293 0.479
19 RadSolJ 17 RadSolJ 17 0.304 -0.584

Ensayo de volatiles como kairomonas contra Atta mexicana.

Eleccion de sustrato para la supervivencia de la hormiga obrera Atta mexicana.

Atta mexicana logré mayor supervivencia (46.66%) cuando fue alimentada con agua
(Figura 23).
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Figura 23. Se muestra en la grafica que el mayor porcentaje se supervivencia fue con el

tratamiento con agua.
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Se realiz6 un analisis de y2 en el cual no se observo preferencia hacia A. mexicana
hacia los aceites esenciales provenientes de los distintos tratamientos (2= 27.28, P > 0.05).
En el tratamiento de aceites de hojas sin herbivoria se obtuvo una respuesta de 13 hormigas,
en herbivoria < 20% 12 hormigas, herbivoria > 20% 14 hormigas y en dafio mecénico siete
hormigas, en el control respondieron 15 hormigas y 19 hormigas no presentaron ninguna

respuesta (Tabla 10).

Tabla 10. Resultado de los bioensayos de volatiles contra A. mexicana, en el cual no se
obtuvo una diferencia significativa contra el control (yx?= 27.28, P > 0.05).
TRATAMIENTO FRECUENCIA

SIN HERBIVORIA 13
HERBIVORIA < 20% 12
HERBIVORIA > 20% 14

DANO MECANICO 7
CONTROL 15

SIN RESPUESTA 19
TOTAL 80

Por ultimo se realiz6 un analisis de varianza no paramétrico de Kruskall-Wallis para
evaluar el tiempo de eleccion de las hormigas a los diferentes tratamientos, en el cual no se
encontrd alguna diferencia significativa entre los diferentes tratamientos al momento de la
eleccion (H= (4, N=61)=1.708, P > 0.05).
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DISUCUSION

En este trabajo se corrobora que el metaboloma de hojas de una especie de arbol
caducifolio, varia de acuerdo a las condiciones ambientales imperantes en el tiempo, pero se
demuestra por primera vez que el grado de herbivoria influye en los metabolitos que presenta,
pudiendo esto estar relacionado con los mecanismos de defensa vegetal ya que se presentaron

varios compuestos con reporte de actividad bioldgica.

Las emisiones de COV’s juegan un papel importante en las interacciones planta-
insecto, por ejemplo; atrayentes de polinizadores, parasitoides, depredadores, etc. Esta
informacién es de gran valor ya que eventualmente esta actividad ecoldgica podria tener
aplicacion en la industria agricola (ejemplo bio-insecticidas, atrayentes de plagas,
interrupcion en el apareamiento, etc.). Pero que debido a su gran variabilidad causado por
factores bidticos y abidticos es importante conocer como varia la emisién de COV’s en el
tiempo y en respuesta a las interacciones que una especie de planta mantiene con sus
herbivoros. Ipomoea murucoides es un buen sistema para hacer estudios de este tipo debido

a sus antecedentes antiherbivoros, alelopaticos y atrayentes.

Los COV’s, al igual que los compuestos no volatiles son susceptibles a cambios
bioticos y abioticos. En este estudio se demuestra que la composicion de estos compuestos
varia dependiendo de la herbivoria y entre los dos afios de estudio. No obstante, el nimero
de compuestos detectados fue diferente entre afos.

Variacion temporal de COV's

En este trabajo, se evidencia que las plantas exhiben una gran plasticidad en su
composicidon quimica en respuesta a cambios ambientales; lo anterior debido a que entre afios
no se detectaron la misma cantidad de compuestos en los aceites esenciales. No obstante, se
puede inferir la existencia de compuestos preformados o constitutivos ya que hubo ocho
compuestos compartidos en todos los tratamientos en ambos afios. Lo cual indica que su
emisién fue independiente de los factores ambientales interanuales y del tratamiento de
herbivoria. Estos compuestos cuentan con reporte bioldgico, por ejemplo los compuestos
copaeno, cariofileno, T-murolol con propiedades de atrayente que le pueden servir a la planta
para atraer parasiotoides o depredadores para su defensa (Niogret et al., 2011, Flint et al.,

1979, Lago et al., 2006), ademas el compuesto cubenol tiene reportes de atrayente e
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insecticida, en este caso puede presentar doble funcidn en la defensa constitutiva de I.
murucoides (Espinoza et al., 2016; Lago et al., 2006; Dua et al., 2008).

Ademas, los compuestos a-muurolol y patchulol que se compartian en 2016 con todos
los tratamientos no se presentaron en 2017 infiriendo que estos compuestos varian en
respuesta a la interanualidad ya que estos compuestos obtuvieron una correlacion positiva

(0.8) solo con los tratamientos del 2016.

Por otro lado, en el caso de hojas sin herbivoria y hojas con dafio mecénico
compartieron en ambos afios el compuesto d-elemeno, este ultimo reportado como
antioxidante en el ensayo de 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH) (Faccim de Brum et al.,
2012). Otro compuesto fue el a-cadinol el cual cuenta con reportes de actividad alelopética
del aceite esencial de Cleome droserifolia ya que afectan la germinacion de Trifolium repens
y tres malezas (Cuscuta trifolii, Melilotus indicus y Chenopodium murale) (Abd El-Gawad
et al., 2018), y actividad repelente contra Ixodes ricinus del aceite esencial de Conyza
dioscoridis (El-Seedi et al., 2017), el cual puede explicar la emision de semioquimicos de
forma constitutiva entre estos dos tratamientos para repeler herbivoros y disminuir el nimero

de malezas.

En relacion con las condiciones ambientales, en el mes de junio del afio 2016 presento
una temperatura mas baja que el afio 2017 y una precipitacion mas alta que el 2017, es
probable que la mayor diversidad de COV’s en el afio 2017 sea atribuida al estrés abidtico
que enfrentaron las plantas de I. murucoides. Lo anterior se relaciona con los trabajos
realizados por Keaton et al., 2018, quienes encuentran que a mayor temperatura y menor
humedad la planta emite mayor nimero de volatiles para su defensa. Asi mismo, una baja
humedad, debido a que bajas precipitaciones, y alta incidencia de radiacion solar, provoca
emisién de COV’s que reducen dafios a las membranas celulares causados por especies
reactivos de oxigeno generado en condiciones ambientales estresantes en verano (Mu et. al.
2018). Otro trabajo que menciona que el estrés abiotico provoca la mayor emision de COV's
es el de Rivas-Ubach y colaboradores (2013), en el cual sometieron a estrés por herbivoria 'y
a sequia a la especie Quercus ilex demostrando que en condiciones de sequia emitia el mayor
namero de COV’s en comparacion contra la herbivoria, pero ademas la sequia aumentd

indirectamente el grado de herbivoria, posiblemente porque la planta asignd recursos para
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contrarrestar el estrés por sequia que contra el dafio de los herbivoros. Ademas, cuando
Solanum lycopersicum se sometid experimentalmente a altas temperaturas hubo un aumento
en sus emisiones de monoterpenos (2-careno y limoneno), sesquiterpenos (a-humeleno y A-
elemeno) y de (2)-3-hexenol y (E)-2-hexenal (Copolovici et al., 2012). La combinacion de
factores abioticos puede generar en mayor medida la emision de COV’'s ya que el
calentamiento simultaneo y la radiacion UV elevada en el alamo (Populus tremula) aumentan
la emision de COV’s., la temperatura aumentd la emision de isoprenos en un 56% y en
combinacion con la radiacion solar en un 223% (Maja et al., 2016). Por otro lado la
combinacidn de factores abidticos y biodticos representar una amenaza mayor a la planta que
enfrentarlos de forma individual. Un ejemplo de emision de COV’s ocasionado por la
herbivoria y la temperatura es el compuesto Z-3-hexen-1-ol, el cual se reportdé en 2010
(Webster et al., 2010), la planta Vicia faba era sometida a herbivoria por Aphis fabae, el cual
se emitid en mayores cantidades al medio dia. En el caso del estrés hidrico en la planta Vicia
faba emite COV’s para atraer al parasitoide Trissolcus basalis cuando se somete a estrés
hidrico severo en comparacion cuando se compararon con plantas vigorosas, ademas si se
realiza una combinacién con estrés hidrico severo méas herbivoria, se presenta una mayor
atraccion del parasitoide (Salerno et al., 2017). Con base a los reportes, se sugiere que el
aumento de COV’'s en |. murucoides es resultado de las condiciones ambientales, sin
embargo, también es posible que la herbivoria juegue un papel fundamental en su emision,
ya que se encontraron diferentes compuestos con propiedades insecticidas y repelentes, que
la planta emite como compuestos claves para su defensa, ya sea como repelentes 0 como

atrayentes de insectos depredadores o parasitoides.

Efecto de la herbivoria

Las plantas dafiadas por insectos herbivoros modifican la emisién normal o
constitutiva de volatiles. El volumen de la emisién de COV’s y su proporcién en la mezcla
cambia con respecto a las plantas no dafiadas o dafiadas mecanicamente. Ademas, se ha
observado que los volatiles liberados varian de acuerdo con la especie de la planta, al tipo de
alimentacion del herbivoro que produce el ataque, e incluso varian en funcion de la etapa de
desarrollo del insecto (Schoonhoven, 2005). La liberacion de los volatiles inducidos no

ocurre de manera simultanea e inmediata después del dafio. Los primeros en aparecer son 1os
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volatiles de hoja verde, mientras que otros como los terpenos se liberan varias horas después
del dafio (Bautista et al., 2012). En este trabajo aportamos evidencia de que la herbivoria
sobre Ipomoea murucoides inicia cambios en su metaboloma que podrian estar relacionados
con el mecanismo de defensa de plantas de esta especie ya que los resultados indicaron

claramente que la herbivoria agrupa diferentes compuestos quimicos

De los compuestos que comparten estos tratamientos, varios presentan propiedades
repelentes e insecticida que se pueden relacionar con emisiones inducidas para su defensa.
Existe evidencia que los principales COV’s en ser emitidos durante un dafio por herbivoria
son los volatiles de hoja verde y después aparecen los compuestos terpenoides (Rojas y Malo
2012), esto se relaciona con el trabajo de Copolovici et al., (2011) donde los principales
COV’s de Alnus glutinosa inducidos contra el herbivoro Cabera pusaria, fueron los volatiles
de hoja verde que alcanzaron su punto méaximo en el dia 1 después de iniciar la alimentacién
larvaria, y que fue seguido por un aumento en las emisiones de monoterpenos en los dias 2 y
3.

En el caso de hojas con herbivoria > 20% en la colecta 2016 se presentaron cuatro
compuestos con reporte de actividad bioldgica los cuales se repitieron en 2017, tal es el caso
del compuesto nerolidol, el cual fue identificado en volatiles de plantas de tomate sometido
a herbivoria por larvas de Tuta absoluta, repeliendo a las polillas a que ovipositen
(Anastasaki et al., 2018). Los compuestos espatulenol y éxido de cariofileno presentan
actividad repelente contra Tribolium castaneum. (You et al., 2015). El compuesto -
cubebeno se reporta con actividades alelopaticas contra la germinacion de esporas del hongo
Penicillium expansum y actividad larvicida contra Aedes albopictus (Basak y Guha, 2015;
Mathew y Thoppil, 2011). Ademas, compuesto fue B-cadineno presente en voléatiles de
Capsicum annuum, repele a la plaga econdmicamente importante Bemisia tabac (Saad et al.,
2015). Por altimo, el compuesto B-eudesmol cuenta con reportes de actividad repelente y
toxica contra Tribolium castaneum y repelente contra Aedes aegypti (Guo et al., 2019;
Yusufoglu et al., 2018), ademas posee la capacidad de absorber la luz UV en el rango de
longitud de onda de 200-370 nm (Shao et al., 2018) sugiriendo que puede presentar la

capacidad de proteccion de la radiacion solar en la planta.
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Las hojas con herbivoria (< 20% y > 20%) compartieron tres compuestos en la colecta
2016 y en 2017 de ellos solo un compuesto se repitio; el viridiflorol, reportado como
insecticida contra larvas de Spodoptera littoralis y adultos de Tribolium castaneum, asi como
actividad alelopatica contra Triticum aestivum, Raphanus sativus, Solanum lycopersicum y
Trigonella foenum-graecum (Khedher et al., 2017). EI compuesto p-elemeno que se
compartia con todos los tratamientos en 2016, en la colecta 2017 solo se compartio entre los
tratamientos con herbivoria, destacando que este compuesto cuenta con reportes de actividad
alelopatica contra Cenchrus echinatus L., actividad repelente contra la oviposicion de Tuta
absoluta en plantas de tomate, actividad insecticida contra Callosobruchus maculatus y
actividad antioxidante contra la inhibicion de perdxido de hidrogeno (H202) (Elshamy et al.,
2019; Barthélémy et al., 2017; Adelani et al., 2017; Chen et al., 2017), esto sugiere que la

presencia de estos COV’s en I. murucoides es debida al estrés sometido por la herbivoria.

El compuesto germacreno D, identificado en los tratamientos de hojas sin herbivoria,
herbivoria < 20% y dafio mecanico presenta reportes de actividad insecticida contra
Anopheles gambiae, Culex quinquefasciatus y Aedes aegypti, actividad repelente contra
Triatoma rubrofasciata, ademas cuando la planta Origanum vulgare L. era sometida a estrés
hidrico aumentaba el contenido de aceites esenciales y del compuesto germacreno D, ( Ravi
y Sita, 2007; Blythe et al., 2016; Satyal et al., 2019; Reza et al., 2017). El trabajo realizado
por Giuliani et al., (2018), analizaron los COV’s de los aceites esenciales Salvia verticillata
en los afios 2015 y 2016 emitidos de aceites esenciales, prevaleciendo germacreno D el cual
lo relacionaron con la atraccién de la abeja Apis mellifera. Por lo cual, este compuesto
presenta varias funciones tanto ecol6gicas como bioldgicas que también se puede relacionar
con las interacciones tritréficas en las especies que se encuentran en la zona de estudio. Otro
compuesto fue el cariofileno el cual cuenta con reportes de actividad repelente e insecticida
contra Culex quinquefasciatus, Spodoptera littoralis, Musca domestica y Aedes aegypti,
ademas cuando a la planta Lippia graveolens se le aplicaba acido jasmoénico aumentaba el
contenido de terpenos (entre ellos el cariofileno), el cual puede explicar la emision de
terpenos para la proteccion contra el estres biotico ya que el acido jasmonico es un compuesto
que activa la biosintesis de compuestos de defensa en la planta (Benelli et al., 2018; Pandiyan
et al., 2019), ademas cuanta reportes que se relaciona con la emision inducida por el estrés

abidtico como altas temperaturas, sequias y heladas (Copolovici et al., 2012). Al final el
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compuesto y-muuroleno se reporté en 1996 como un compuesto atrayente (kairomona) de la
mezcla de la planta Cajanus cajan contra la orientacion y oviposicion de Helicoverpa
armigera, ademas cuenta con reportes de actividad insecticida contra Aedes aegypti y
propiedades antifungicas contra Rhizoctonia solani, Collectotrichum gloeosporioides,
Fusarium solani y Ganoderma austral (Hartlieb y Rembold, 1996; Cheng et al.,, 2005;
Albuquerque et al.,, 2004). Estos reportes nos indica que existen diferentes compuestos que
presentan propiedades diversas como las defensas ejercidas contra la herbivoria (herbivoria
< 20%) y emisiones constitutivas que pueden atraer o repeler (Germacreno D) a insectos

herbivoros en I. murucoides.

En el caso de las hojas con dafio (herbivoria < 20%, herbivoria > 20% y dafio
mecanico) en 2016 compartian seis compuestos, pero en 2017 disminuy6 a tres, y
repitiéndose solo dos, uno de ellos es 2-hexenal, caracteristico de volatiles de hoja verde
contra el estrés biotico. Este compuesto, ademés cuenta con reportes de atrayente para
Ectropis obliqua (Zhang et al., 2018). En otro estudio con plantas de Manihot esculenta
infectadas por Tetranychus gloveri, insecto generalista, indujo la emision de este compuesto
como respuesta a la herbivoria (Pinto-Zevallos et al., 2018). También se encontré que cuando
Spodoptera exigua se alimentaba de hojas de maiz disminuia las emisiones de 2-hexenal
demostrando la capacidad para suprimir o modificar las emisiones en esta planta (Jones et
al., 2019). Por ultimo en trabajos realizado en Arabidopsis thaliana sobre expresion de genes
contra el estrés, el compuesto 2-hexenal indujo principalmente genes responsables contra al
estrés abiodtico, como el calor y el estrés oxidativo (Yamauchi et al., 2018). Por lo cual este
compuesto se relacionar como respuesta a la herbivoria y en respuesta al estrés abi6tico por
las condiciones ambientales en la zona de estudio. El otro compuesto que se repiti6 es elixeno
el cual cuenta con reportes insecticidas del aceite esencial de Zanthoxylum schinifolium
contra el insecto Sitophilus zeamais (Wang et al., 2011), ademéas cuenta con reportes de
actividad repelente contra los insectos Tribolium castaneumy Liposcelis bostrychophila
después de que fueron sometidos a un tratamiento por 2 h contra el aceite esencial de
Glycosmis lucida (Guo et al., 2017). Por ultimo; el compuesto t-cadinol cuenta con reportes
de actividad antifungico y propiedades antioxidantes (Salah et al., 2006; Mothana et al.,
2011; Cheng et al., 2012; Zardi-Bergaoui et al., 2017).
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En hojas con dafio mecanico de las colectas 2016 y 2017 s6lo se presentd un
compuesto en comun, se trata del compuesto a-eudesmol, el cual cuenta con reportes de
actividad alelopatica contra las malezas Dactyloctenium aegyptium y Rumex dentatus
reduciendo la germinacion de sus semillas 84.62% y 54.29% respectivamente (Abd El-
Gawad et al., 2019). Con respecto a nuestra investigacion se sugiere que este compuesto
puede ser emitido de forma constitutiva ya que se ha demostrado que el dafio mecanico no
puede presentar la misma respuesta por la actividad de herbivoria ya que se necesitaria de
inductores para activar las defensas inducidas los cuales se pueden encontrar en la saliva de
insectos al momento de realizar el dafio (Bautista et al., 2012). Ademas, el dafio por
herbivoria y dafio mecanico en la planta desencadenan diferentes reacciones. Por ejemplo, se
realizé la comparacion del dafio por herbivoria (Spodoptera littoralis) y mecanico en plantas
de Phaseolus lunatus, en el cual se evidencio gque las sefiales quimicas de los herbivoros son
responsables de la induccion de los primeros eventos de sefializacién implicados en la
defensa vegetal (Bricchi et al., 2010). Uno de los primeros elicitores descubiertos por la
herbivoria fue la volicitina (Alborn et al., 1997). Este compuesto fue identificado en las
secreciones orales de Spodoptera exigua. Cuando se aplicaba a las hojas dafiadas de las
plantulas de maiz (Zea mays), la volicitina inducia a las plantulas a emitir compuestos
volatiles que atraen a las avispas parasitas (Cotesia marginiventris) enemigos naturales de
las orugas. Otro elicitor se encontrd en el regurgitante del saltamonte Schistocerca americana
Ilamado caeliferina el cual se probo en hojas dafias mecanicamente de maiz el cual provocé
la emision de COV’s (Alborn et al., 2007).

En nuestro estudio se puede relacionar la emision de estos compuestos por la
herbivoria ocasionada por el insecto especialista Ogdoecosta biannularis, ya que se tiene la
hipotesis de que algunas plantas solo utilizan compuestos claves para su defensa y atraer
insectos parasitoides o depredadores que le ayuden a su proteccion (Kim et al., 2018). Esto
es posible ya que estos compuestos fueron identificados en los mismos tratamientos (hojas

con herbivoria) y puede ser una respuesta al estrés que es sometido.

Ensayos olfatometro

Varias hormigas eligieron los tratamientos de herbivoria > 20% posiblemente porque

eran atraidas por algin compuesto con propiedades atrayentes tal es el caso del espatulenol,
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ya que existen reportes en la especie Atta sexdens la cual fue atraida por terpenos del aceite
esencial de Eucalyptus cloesiana destacando el compuesto espatulenol (Batista-Pereira et al.,
2006). Pero la mayoria de las hormigas no presentaron alguna respuesta significativa con
todos los tratamientos ya que la mayoria no presentaba alguna respuesta o preferian el
control, esto puede ser posible por el alto nimero de compuestos insecticidas que se
presentaron en todos los tratamientos, tal es el caso del compuesto germacreno D el cual
presenta propiedades insecticida y repelente el cual se presentd en hojas sin herbivoria,
herbivoria < 20% y dafio mecanico. Ademas, en un estudio con la hormiga Acromyrmex
rugosus cuando defolié durante 40 dias a la planta Ocimum gratissimum aumentando 126%
la emision de Germacreno D (Tozin et al., 2017), posiblemente para repeler a la hormiga y
disminuir el dafio que provocaba a la planta. Por otro lado muchas especies de Atta prefieren
la cantidad de nutrientes en lugar si la planta es vigorosa o no; por ejemplo, Atta colombica
prefirid colectar hojas de Piper marginatum estresadas por sequia que colectar en plantas
saludables. Las plantas estresadas presentaban osmolitos ricos en azucares y prolina, esta
ultima puede ser utilizada como alimento y proveer de energia a las defoliadoras durante el
corte (Meyer et al., 2006). Por Gltimo, se destaca que varios compuestos presentaron
propiedades antiflngicas (y-muuroleno, t-cadinol y 2-hexenal) el cual puede influir en la
eleccion de la hormiga ya que utilizan los volatiles para ubicar el material vegetal que
utilizaran para el cultivo de su hongo del cual se alimentan y posiblemente este factor pudo
influir al momento de la eleccién en el olfatbmetro, ya que la mayoria de las hormigas

presentaron una respuesta negativa hacia todos los tratamientos.

Compuestos potencialmente Utiles en agroecologia

En nuestro estudio se identificaron diferentes compuestos con propiedades
insecticidas y alelopaticos, los cuales pueden ser candidatos a la produccion de bio-
insecticidas, tal es el caso de los compuestos viridiflorol, guial, y-cadineno, eudesm-7(11)-
en-4-ol, espatulenol, germacreno D, cariofileno y elixeno, destacando que el compuesto
cubenol se encontro en todos los tratamientos demostrando que este compuesto es emitido
de forma constitutiva, ademas que es un compuesto que se encuentra de forma comercial e

Ipomoea murucoides seria un candidato para la produccion de este compuesto. Por otra parte,
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varios compuestos que pueden ser Utiles para repeler a insectos al momento de la oviposicion
son eudesm-7(11)-en-4-ol, Nerolidol, B-cadineno, B-eudesmol y a-cadinol. Se ha demostrado
que Ipomoea murucoides presenta varios compuestos con actividad alelopatica que pueden
utilizarse contra la inhibicion de malezas o plantas parasitas, tal es caso de los compuestos
-cubebeno. a-eudesmol. B-elemeno y viridiflorol. Esto demuestra la capacidad de esta
planta de emitir varios compuestos que tengan funciones diferentes para su defensa y que

pueden servir para la comunicacion intra e interespecifica con otras plantas.
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CONCLUSIONES

En este trabajo se evidencio la variacion en la riqueza de COV's en los dos afios de
estudio y entre el grado de herbivoria. La variacion de COV’s depende de las condiciones
ambientales de los afios de colecta de hojas. Se registraron compuestos relacionados con la
defensa vegetal (insecticida y repelente), cuando las hojas de I. murucoides habian sido
consumidas mas del 20%, se detectaron espatulenol, nerolidol y 6xido de cariofileno. Hubo
compuestos que siempre estuvieron presentes en los afios y en cualquier tratamiento de
herbivoria y/o dafio mecanico, tal fue el caso de copaeno, T-elemeno, a-muuroleno, globulol,

cubenol, T-muurolol y fitol. Estos compuestos tienen reportes de tener actividad atrayente.

Ipomoea murucoides no ejercio atraccion hacia A. mexicana a través de los aceites
esenciales obtenidos de hojas con los distintos niveles de herbivoria y dafio mecanico,
posiblemente por la actividad repelente, insecticida y fungicida de algunos compuestos que
constituian los aceites. Ipomoea murucoides tiene un alto potencial para la produccién y

obtencion de compuestos activos.
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PERSPECTIVAS

» Continuar los analisis con los datos del afio 2018 y los analisis de las condiciones
ambientales para establecer los patrones de las emisiones provocadas por factores
bioticos y abioticos.

» Realizar nuevos ensayos en el olfatbmetro con diferentes insectos de interés agricola,
ya que se encontraron diferentes compuestos con actividades potencialmente
atractivas.

» Establecer la produccion de compuestos potencialmente activos de la planta Ipomoea

murucoides.
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ANEXO
APENDICE 1

Tabla de las abreviaturas de los compuestos de las colectas 2016 y 2017 para los analisis
estadisticos.

No. NOMBRE DEL COMPUESTO ID
1 D1 A
2 D2 B
3 D3 C
4 2-Hexenal D
5 (2)-3-Hexen-1-ol E
6 D4 F
7 D5 G
8 D6 H
9 D7 |
10  Copaeno J
11  a-Cubebeno K
12 D8 L
13 D9 M
14 D10 N
15  p-Elemeno N
16  B-Cubebeno @)
17 D11 P
18 D12 Q
19 D13 R
20  Cariofileno S
21  6-Elemeno T
22 y-Muuroleno U
23 D14 Vv
24 Chamigreno W
25  o-Cariofileno X
26 D15 Y
27 D16 Z
28 D17 AA
29 D18 AB
30  t-Elemeno AC
31 D19 AD
32 D20 AE
33 D21 AF
34 D22 AG

[ 70 )




Continuacion.

No. NOMBRE DEL COMPUESTO ID
35 D23 AH
36 D24 Al
37 D25 Al
38 D26 AK
39 1H-Cyclopropa[a]naphtalene, 1a,2,3,5,6,7,7a,7b-octahydro- AL
1,1,7,7a-tetramethyl-,[1aR-(1aa,7a,7aa,7ba)]-
40  Germacreno D AM
41  Elixeno AN
42  o-Farneseno AN
43  y-Cadineno AO
44  B-Cadineno AP
45  o-Cedreno AQ
46  y-Gurjuneno AR
47  Cadinadieno-1,4 AS
48  o-Muuroleno AT
49  Nerolidol AU
50 a-Eudesmol AV
51  Globulol AW
52 D27 AX
53  Oxido de cariofileno AY
54 Bulnesol AZ
55  Viridiflorol BA
56  Ledol BB
57  Guaiol BC
58  1-Hydroxy-1,7-dimethyl-4-isopropyl,2,7-cyclodecadiene BD
59  B-Eudesmol BE
60  Espatulenol BF
61 Naphthalenemethanol, decahydro-a,a,4a-trimethyl-8-methylene- BG
[2R-(20,4a0,8ap)]
62 12-Oxabicyclo[9.1.0]dodeca-3.7-diene, 1,5,5,8-tetramethyl-,[1R- BH
(1R*,3E,7E,11R*)]-
63 D28 BI
64 D29 BJ
65 1-Naphthalenol, decahydro-4a-methyl-8-methylene-2-(1- BK
methylethyl)-,[1R-(1a,2p,4ap,8a0)]-
66 D30 BL
67  Selina-6-en-4-ol BN
68  Eudesm-7(11)-en-4-ol BM
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Continuacion.

No. NOMBRE DEL COMPUESTO ID
69  Cubenol BN
70 t-Muurolol BO
71 t-Cadinol BP
72 o-Muurolol BQ
73 a-Cadinol BR
74 ZR,8R-8-Hydr0xy-4-isopropylidene-7-methylbicycl0[5.3.1]undec- BS
-ene
75 1-Naphthalenemethanol, 1,4,4a,5,6,7,8,8a-octahydro-2,5,5,8a- BT
tetramethyl-
76  Patchulol BU
77  2,6,10-Dodecatrien-1-ol,3,7,11,-trimethyl-,(E.E)- BV
78 Fitol BW
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APENDICE 2

Compuestos con reporte de actividad biologica en los diferentes tratamientos y afio de

colecta.
No. Compuesto Afo Tratamiento Actividad Autor
' P 2016 2017
1 Guaiol + - S/H Insecticida Liuetal.,, 2013
2 Bulnesol + + S/H Antimicrobiana Mothana etal.,,
2010
Insecticida contra Martinez et al.,,
3 y-cadineno - + H<20%  Sitophilus granariusLy  2018; Plata et
Tenebrio molitor L al.,, 2018
i Insecticida y repelente a
Eudesm - + H < 20% la oviposicion contra Vasantha etal.,,
7(11)-en-4-ol . 2017
Aedes aegypti
Repelente a la .
5 Nerolidol + + H > 20% oviposicion de Tuta Anastasaki et
al.,, 2018
absoluta
6  Espatulenol + + H > 20% Insecticida y repelente  You et al.,, 2015
7 O).('dp de + + H > 20% Antimicrobiana Ulubelen etal.,,
cariofileno 1994
Penioiim ovpansumy B2k Y Guhe
8  B-cubebeno + + H > 20% C 2015; Mathew y
larvicida contra Aedes .
. Thoppil, 2011
albopictus
. Repelente contra Saad et al.
- 0 "
o p-cadineno ¥ ¥ H > 20% Bemisia tabac 2015
toxica conta Tribolom GO etal.
10 B-eudesmol + + H > 20% 2019; Yusufoglu
castaneum, repelente
; etal.,, 2018
contra Aedes aegypti
Actividad alelopética
contra Dactyloctenium  El-Gawad et al.
11 ¢- _ y
a-eudesmol * * DM aegyptium y Rumex 2019
dentatus
Actividad antioxidante  De Brum et al.,,
12 d-elemeno + + S/Hy DM vy larvicida contra Aedes  2012; Escaline
aegypti etal.,, 2015
Repelente contra Ixodes  El-Seedi et al.,,
13 a-cadinol + + S/Hy DM ricinus y alelopética 2017; El-Gawad
contra Trifolium repens etal.,, 2018
L H<20% yH . " Khedher et al.,,
14 Viridiflorol + 2200 Insecticida y alelopatico 2017
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Continuacion.

No. Compuesto Ao Tratamiento Actividad Autor
2016 2017
Alelopatica contra
Cenchrus echinatus L. Elshamy et al.
0 H "
15 p-elemeno + H <>2§0/0°/y H e insecticida contra  2019; Adelani et
° Callosobruchus al.,, 2017
maculatus
Insecticida contra
Anopheles gambiae, Kiran et al
16 Germacreno + + S/H,H< Culex quinguefasciatus 2007" Blythe"et
D 20% Y DM y Aedes aegypti y ’
al.,, 2016
repelente contra
Triatoma rubrofasciata
Insecticida y repelente
contra Culex
e S/H, H< quinquefasciatus Benelli et al.
17 1 - 1- 1
Cariofileno ¥ ¥ 20% Y DM Spodoptera littoralis, 2018
Musca domestica y
Aedes aegypti
Atrayente Helicoverpa
amiere seclte vartny
antifungicas contra Rembold, 1996;
18  y-muuroleno + + S/H, H < Rhizoctonia solani Chengetal.,,
Y 20% Y DM . ! 2005;
Collectotrichum
. Albuquergue et
gloeosporioides,
. ; al.,, 2004
Fusarium solani y
Ganoderma austral
H <20%, H Atrayente contra Zhang et al.,,
19 2-hexenal * * >20% y DM Ectropis obliqua 2018
Insecticida contra
Sitophilus zeamais y
. H <20%, H repelente contra
+ +
20 Elixeno >20% y DM  Tribolium castaneum y
Liposcelis
bostrychophila
Salah et al.,,
. e 2006; Mothana
21 cadinol + + H <20%, H ACtIVId::)d ?en(;;?er;glco ’ etal., 201L;
t >20% y DM a%tigxi dantes Cheng et al.,,
2012; Zardi et
al.,, 2017
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Continuacion.

No. Compuesto

ARfo T
2016 2017

ratamiento Actividad Autor
Atrayente contra Niogret et al.,,
22 + + TOD . :
Copaeno ODOS Ceratitis capitata 2011
23 Globulol + + TODOS Antimicrobiana Tan et al.,, 2008
Insecticida Espinozaetal.,
24 Cubenol + + TODOS Semioquimico 2016; La9° et
(atrayente) al.,, 2006; Dua
etal.,, 2008
. . Avoseh et al.,,
o5 Fitol + + TODOS Antiinflamatorio y

citotéxico

2015 ; Baccelli

et al.,, 2007
+: Presencia, -: Ausencia, S/H: Hojas sin herbivoria, H <20%: Hojas con herbivoria < 20%,
H >20%: Hojas con herbivoria >20%, DM: Hojas con dafio mecanico.
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APENDICE 3

Tiempo de retencion (min.) de los compuestos quimicos identificados en los diferentes
tratamientos de la colecta 2016.

TRATAMIENTO

No. NOMBRE COMPUESTO SH H<20% H>20% DM
1 2-Hexerad e 5.07 5.07 5.08
2 (2)-3-Hexen-1-ol 511 - e e
3  Copaeno 31.68 3331 33.28 33.34
4  o-Cubebero e 31.73 31.67 31.72
5 B-Elemeno 3439  38.08 37.87 34.41
6 B-Cubebeno 35.47 3422 37.07 34.24
7  Cariofileno 36.53  36.35 36.16 36.50
8 6-Elemeno 36.86  36.92 36.68 36.88
9 y-Muurolero e 36.59 41.73 36.68
10 Chamigreno 3713 - e e
11 o-Cariofileno 38.12  38.12 38.07 38.13
12 t-Elemeno 39.40  37.06 36.95 37.13

1H-Cyclopropa[a]naphtalene,

13 1a,2,3,5,6,7,7a,7b-octahydro-1,1,7,72- ~  --—-- - 40.64  -----

tetramethyl-,[1aR-(1aa,7a,7aa,7ba)]-

14  Germacreno D 4126 4101 - 41.18
15 Elixenro e 41.57 41.13 41.67
16 o-Farneseno 4207 4198 - 42.01
17 y-Cadineno 4223 4231 41.81 42.14
18 B-Cadineno 4285  42.23 41.93 42.31
19 o-Cedreno 43.07 - em e
20 y-Gurjuneno 4321 4453 44.23 43.14
21 Cadinadieno-1,4 42.94 42.75 43.00
22 a-Muuroleno 4330 43.21 43.04 43.25
23 Nerolidol e e 4473 -
24 o-Eudesmol e e e 45.18
25 Globulol 4526  45.20 45.50 45.20
26 Oxido de cariofileno ~ eeeem el 4546  -----
27 Bulnesol 45.92 000 - 45.88
28 Vindiflorot e 46.06 @ - -
29 Ledol 46.16  ---—- = - 46.08
30 Guaiol 46.24 - e e
31 1-Hydroxy—_1,7-dimethyl-4-isopropyl,2,7- 4651  46.48 46.17 46.47

cyclodecadiene

32 p-Eudesmol e 46.63 46.54 46.64
33 Espatulenol e e 46.63  -----
34 Naphthalenemethanol, decahydro-a,a,4a- 4670 o

trimethyl-8-methylene-,[2R-(2a,4a0,8ap)]
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35

12-Oxabicyclo[9.1.0]dodeca-3.7-diene,
1,5,5,8-tetramethyl-,[1R-(1R*,3E,7E,11R*)]-

46.97

46.89

Continuacion.

TRATAMIENTO

No. NOMBRE COMPUESTO SH H<20% H>20% S/H
1-Naphthalenol, decahydro-4a-methyl-8-

36 methylene-2-(1-methylethyl)-,[1R- 4751 4743 47.33 47.45
(1a,2B,4apB,8a0)]-

37 Selina-6-en-4-ol  —ee 47.53 4745  -----
1-Naphthalenol, decahydro-1,4a-dymethyl-7-

38 (1-methylethylidene)-[1R-(1o,4ap.8ac)]- /S0 4692 4789 4775

39 Cubenol 4799 47.14 47.05 47.53

40 t-Muurolol 49.09  48.96 48.86 49.01

41 =-Cadinol e e 48.82 48.94

42 a-Muurolol 49.25 49.15 49.08 49.19

43  a-Cadinol 49.67  49.54 49.44 49.60
7R,8R-8-Hydroxy-4-isopropylidene-7- .., ...

44 methylbicyclo[5.3.1]Jundec-1-ene 50.12 >1.14
1-Naphthalenemethanol, 1,4,4a,5,6,7,8,8a-

45 octahydro-2,5,5,8a-tetramethyl- 5052 e e 5047

46 Patchulol 51.42 51.36 51.31 51.38

47 2(,2,;())_—Dodecatrlen-1-ol,3,7,11,-tr|methyl- 5351  53.40 5335 5344

48  Fitol 7243  72.39 72.35 72.50
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APENDICE 4

Tiempo de retencion (min.) de los compuestos quimicos identificados en los diferentes

tratamientos de la colecta 2017.

TRATAMIENTO

No. NOMBRE COMPUESTO S/H H<20% H>20% S/H
1 D1 3.58 3.59 3.59 3.58
2 D2 3.67 3.68 3.68 3.68
3 D3 3.72 3.76 3.76 3.75
4  2-Hexepadd e 4.89 4.89 4.88
5  (Z2)-3-Hexen-1-ol 498 - e e
6 D4 29.74  29.70 29.68 29.67
7 D5 e e 30.35 30.38
8 D6 30.44  30.45 3042 -
9 D7 3054 3054 @ - -
10 Copaeno 33.35 33.30 33.28 33.27
11 D8 33.65 33.61 33.58 33.57
12 by e e 33.75 33.73
13 D10 33.87 - e -
14 p-eElemenro e 33.81 4133  --—---
15 B-Cubebenro e e 38.18  --—---
16 D11 3544 - e e
17 D12 3556  35.38 35.31 35.24
18 D13 35.66  ----- e -
19  Cariofileno 36.51 3643 - 36.29
20  o-Elemeno 31.14 36.75 @ ----- 0.00
21  y-Muuroleno 36.95 368 - 36.77
22 bw4 e e 3733 -—---
23  Chamigreno 3760 - e e
24 D15 e e 39.12 39.13
25 D16 39.20 ----- e -
26 D17 e 39.25 39.26 @ -----
27 D18 39.38 3938 @ - -
28  t-Elemeno 4153 3742 36.79 37.28
29 D19 39.44 3943 @ - -
30 D20 39.63 000 - -
31 D21 39.90 000 - 39.94
2 D2 e 40.08 = ----- -
33 D23 e 40.15 - -
34 D24 4036 - - 40.35
35 D25 40.46 4045 - e
36 D26 4052 - e e

1H-Cyclopropa[a]naphtalene,

37 1a,2,3,5,6,7,7a,7b-octahydro-1,1,7,7a-  -----  ----- 4039 -

tetramethyl-,[1aR-(1aa,7a,7aa,7ba)]-
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Continuacion.

TRATAMIENTO

No. NOMBRE COMPUESTO SIH H<20% H>20%  S/H
39 Elixeno - 41.38 41.04 41.30
40 vy-Cadinero - 4209 - e
41 p-Cadineno eeee e 4235 = -----
42  y-Gurjupenpo - 4448 - 44.44
43  a-Muuroleno 4348  43.41 43.33 43.30
44  Nerolidol e e 44.87 0.00
45 o-Eudesmol e e e 45.10
46  Globulol 4525 45.10 45.44 44.85
47 D27 4540  ----- eeem e
48 Oxido de cariofileno ~ ---em e 4543 -
49  Bulnesol 46.00  ----- - e
50 Viridiflorol e 45.94 4519 -

1-HydroXy-1,7-dimethyl-4-

51 . 4519 45.12 4510 -
isopropyl,2,7-cyclodecadiene
52 B-Eudesmol e e 46.69  --—---
53 Espatulenol e e 4848 -
Naphthalenemethanol, decahydro-
54  a,0,4a-trimethyl-8-methylene- 46.79 4673 - -
[2R-(2a,4aa,8ap)]
12-OXabicyclo[9.1.0]dodeca-3.7-
55 diene, 1,5,5,8-tetramethyl-,[1IR- - 4703 - -
(1R*,3E,7E,11R*)]-
56 D28 4708  ----- e e
57 b2 e 4731 - -
1-Naphthalenol, decahydro-4a-
methyl-8-methylene-2-(1-
58 methylethyl)-,[1R- 4750  47.45 47.00  47.42
(1a,2pB,4ap,8a0)]-
59 D30 e e 4743 -
60 Eudesm-7(11)-en-4-ol - 4546 - -
61 Cubenol 4796 48.51 48.48 48.47
62 t-Muurolol 49.09 48.98 48.93 48.90
63 <-Cadinol - 48.75 48.72 48.70
64 a-Cadinol 4986 4983 @ - -
65 Fitol 7184 7181 71.80 71.79
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APENDICE 5

Tabla de correlacién de los compuestos quimicos del CP.

No. COMP. CP1 CP2 No. COMP. CP1 CP2
1 A -0.892 -0.435 43 AO 0.769 0.327
2 B -0.892 -0.435 44 AP 0.836 -0.047
3 C -0.891 -0.438 45 AQ 0.216 0.437
4 D 0.403 -0.680 46 AR 0.630 0.180
5 E -0.369 0.700 47 AS 0.774 0.151
6 F -0.893 -0.433 48 AT -0.867 0.170
7 G -0.318 -0.729 49 AU 0.262 -0.688
8 H -0.722 -0.295 50 AV 0.035 -0.022
9 [ -0.713 0.228 51 AW 0.377 -0.144
10 J 0.113 0.715 52 AX -0.711 0.480
11 K 0.775 0.150 53 AY 0.263 -0.688
12 L -0.893 -0.433 54 AZ -0.108 0.760
13 M -0.318 -0.730 55 BA 0.297 -0.582
14 N -0.711 0.480 56 BB 0.423 0.484
15 N 0.755 -0.281 57 BC 0.216 0.437
16 0 0.819 -0.102 58 BD 0.324 0.243
17 P -0.711 0.480 59 BE 0.668 -0.338
18 Q -0.894 -0.431 60 BF 0.254 -0.696
19 R -0.711 0.480 61 BG -0.491 0.503
20 S 0.121 0.736 62 BH 0.391 -0.108
21 T 0.410 0.688 63 BI -0.711 0.480
22 U -0.026 0.202 64 BJ -0.223 -0.181
23 \Y; -0.124 -0.731 65 BK -0.034 0.862
24 W -0.382 0.700 66 BL -0.124  -0.731
25 X 0.893 0.435 67 BN 0.608 0.018
26 Y -0.318 -0.730 68 BM 0.784 0.332
27 z -0.711 0.480 69 BN -0.694 -0.398
28 AA -0.265 -0.696 70 BO -0.314 0.750
29 AB -0.713 0.228 71 BP 0.115 -0.757
30 AC -0.597 0.695 72 BQ 0.892 0.435
31 AD -0.713 0.228 73 BR 0.313 0.731
32 AE -0.711 0.480 74 BS 0.524 0.199
33 AF -0.766 0.195 75 BT 0.423 0.484
34 AG -0.223 -0.181 76 BU 0.893 0.435
35 AH -0.223 -0.181 77 BV 0.893 0.435
36 Al -0.766 0.195 78 BW 0.857 0.489
37 Al -0.713 0.228 79  Templ16  0.293 -0.479
38 AK -0.711 0.480 80 PrecJ 16 0.293 -0.479
39 AL 0.264 -0.686 81 RadSolJ16  0.304 -0.584
40 AM -0.263 0.690 82  TempJ17  0.293 -0.479

=




Continuacion.

No. COMP. CP1 CP2 No. COMP. CP1 CP2
41 AN 0.380 -0.693 83 Prec] 17 -0.293 0.479
42 AN 0.603 0.565 84 RadSolJ17 0.304 -0.584
APENDICE 6

Precio de los compuestos quimicos con reporte bioldgico.

No Nombre Formula Compuesto Tratamiento Precio comercial
compuesto molecular guimico identificado (USD)
1 Guaiol CisH260  Sesquiterpeno S/H $ 450.00 (10 mg)
2 y-cadineno CisH24 Sesquiterpeno H < 20% $ 1,600.00 (5 mg)
3 Eudgzr_r:l-z)(lll)- CisHsO  Sesquiterpeno H < 20% $1,105.00 (5 mg)
4 Nerolidol CisH260  Sesquiterpeno H > 20% $ 210.00 (250 mg)
5 3-eudesmol CisH260  Sesquiterpeno H > 20% $1,400.00 (10 mg)
6 B-cubebeno CisHa4 Sesquiterpeno H > 20% $ 960.00 (10 mg)
[0)
7 B-elemeno CisH2a Sesquiterpeno H< Zgo&y H> $225.00 (10 mg)
0
8  Viridiflorol  CisHxO  Sesquiterpeno < Zgoﬁ’/oy H> " $345.00 (100 mg)
0
9 Germacreno D CisH2a Sesquiterpeno S/H. HDTVIZO/O y $ 300.00 (5 mg)
. S/H. H<20%, H >
10 Cubenol CisH26O  Sesquiterpeno 20% y DM $275.00 (100 mg)
. H<20%,H>
11 2-hexenal CsH100 Aldehido 20% y DM $110.00 (50 g)

S/H= Sin herbivoria, H < 20%= Herbivoria < 20%, H > 20%= Herbivoria > 20% y DM= Dafio

mecanico.

*Precios consultados el dia 20 de abril de 2019 en la pagina Toronto Research Chemicals:

https://www.trc-canada.com/
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