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Resumen

El estudio de la ecologia quimica y la comunicacion Inter etapa en coleopteros es fundamental
para comprender los mecanismos evolutivos y de comportamiento en especies de importancia
agricola y ecologica. En este trabajo se evalud la respuesta comportamental de adultos de
Cyclocephala barrerai Martinez (Coleoptera: Melolonthidae) ante la presencia de larvas de
tercer estadio (L3), con el objetivo de identificar posibles interacciones mediadas por sefiales
quimicas. Los ensayos etologicos revelaron una atraccion sexual selectiva y unidireccional por
parte de los machos adultos hacia las larvas L3, registrandose patrones de cortejo especificos
que no se presentaron en el caso de las hembras adultas. Con el fin de determinar las posibles
vias anatomicas de emision de estas sefiales, el tegumento de L3 se sometié a un analisis
ultraestructural mediante Microscopia Electronica de Barrido. Los estudios microscopicos
revelaron que, a diferencia de los ejemplares adultos, las larvas L3 de C. barrerai carecen por
completo de poros cuticulares o estructuras glandulares exocrinas superficiales, descartando a
la epidermis como la via de liberacion de compuestos quimicos. Esta ausencia de
especializaciones anatomicas guarda una correlacion directa con la baja abundancia y
diversidad de compuestos detectados mediante cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (GC-MS). El anélisis del perfil quimico molecular a través del estudio
de muestras de volatiles obtenidas de L3 por la técnica de Headspace y eluciones de las larvas
sugiere la presencia de compuestos volatiles alifaticos de cadena corta y media,
especificamente fenol, 1-hexanol y l-undecanol y nonanal, sin mostrar coincidencias de
hidrocarburos cuticulares pesados en el perfil quimico de las hembras adultas segun la literatura
comparada. Se concluye que estas sefiales quimicas no poseen un origen glandular propio de
la larva, sino que pueden provenir de la actividad metabolica secundaria de enterobacterias
simbiontes como Morganella morganii, Klebsiella oxytoca y Citrobacter freundii.

Palabras clave: Cyclocephala barrerai, ecologia quimica, microbiota simbionte, volatiles
alifaticos, microscopia electronica.



1. Introduccion

En México, se han catalogado mas de mil especies de coledpteros denominados
comunmente como mayates, de este grupo, cerca de 600 especies, agrupadas en 12 géneros,
conforman el complejo “gallina ciega” (Moron, 1997). Los principales géneros considerados
plagas son Phyllophaga, Anomala, Popillia y Cyclocephala, que presentan una distribucion
cosmopolita en climas tropicales y templados (Diaz Mederos et al., 2006).

Las larvas del complejo “gallina ciega” son morfologicamente similares, abundantes y
tienen habitos fosoriales. Se alimentan de materia organica en descomposicion, estiércol, restos
de vegetales y raices; por ello, algunas especies son clasificadas como benéficas y otras son
consideradas dafiinas (Mordn et al.,, 2016). En México, este complejo esta ampliamente
distribuido, con presencia destacada en los estados de Baja California, Sonora, Zacatecas,
Coahuila, Chihuahua, Oaxaca, Chiapas, Puebla, Jalisco, Michoacan, Veracruz y Estado de
México (Diaz Mederos et al., 2006).

Guzman-Vasquez et al. (2017), sefialan que los adultos del género Cyclocephala actian
como polinizadores asociados a mas de 160 especies de angiospermas; no obstante, en su etapa
larval, son considerados como una de las plagas principales de diversos cultivos.
Especificamente, la especie Cyclocephala barrerai Martinez es considerada una plaga
reglamentada, ya que en su estadio larval consume principalmente raices de pastizales
ornamentales como agricolas, provocando importantes pérdidas economicas (Morén et al.,
2016).

De acuerdo con Tamaki (1985), es tipico en los coledpteros y en otros insectos la
atraccion sexual conespecifica mediante liberacion de feromonas; un ejemplo es el registro en
hembras de C. lurida, las cuales producen una feromona sexual que atrae y estimula a los
machos. Estudios de campo indican que las larvas de esta especie también pueden emitir
volatiles que atraen a los adultos, quienes exhiben conductas de apareamiento hacia ellas. Este
fendmeno es recurrente dentro del género Cyclocephala (Haynes y Potter, 1995), por lo que
genera gran interés determinar el motivo de dicha conducta y evaluar si las larvas, en su estadio
previo a la metamorfosis, producen compuestos volatiles capaces de evocar una respuesta
sexual en adultos.

La clase Insecta posee una estructura endurecida denominada integumento, la cual
constituye la pared exterior del cuerpo. Esta estructura, conocida también como cuticula, regula
la pérdida de agua por transpiracion, sirve como cubierta protectora de los drganos vitales,
actia como soporte y estructura del sistema muscular y previene la deshidratacion y el dafio
por la exposicion a rayos UV (Becerril Gonzélez, 2020).

En la capa cerosa de la epicuticula se encuentran hidrocarburos cuticulares (HC) los
cuales presentan variaciones dependientes de la edad, el sexo y el estado reproductivo del
individuo; entre sus funciones destacan la proteccion contra la desecacion, la participacion en
sistemas de comunicacion quimica y la diferenciacion taxondmica entre especies (Salazar-



Escobar et al., 2021). Asimismo, el estudio de Sanchez-Cruz (2020), demuestra la presencia de
simbiontes en el tracto digestivo de C. barrerai y C. lunulata que participan en la produccion
de compuestos volatiles.

El estudio de los compuestos volatiles presentes en la cuticula y excretas de larvas de
C. barrerai permite comprender mejor la naturaleza etoldgica de estos insectos, estableciendo
una nueva linea de investigacion orientada a identificar los “infoquimicos” de la especie, con
el fin de facilitar su identificacién taxonémica y proponer alternativas de manejo integrado.
Este trabajo reporta la ultraestructura de la cuticula en el tercer estadio larval, la caracterizacion
de los diferentes compuestos quimicos encontrados en larvas L3 de C. barrerai y sus excretas,
asi como el efecto bioldgico de dichos HC en los adultos de esta especie.

2.Antecedentes

2.1 Taxonomia e identificacion de Cyclocephala barrerai

El género Cyclocephala pertenece a la familia Melolonthidae, subfamilia Dynaestinae
Dejean, 1821 (Guzman-Vasquez et al., 2017). Los individuos de este género, conocidos
comunmente como mayates, presentan una metamorfosis holometébola. Sus larvas forman
parte del complejo “gallina ciega” y se desarrollan en el suelo durante un periodo que oscila
entre tres meses y un afio, segun la especie (Moron et al., 2016).

2.1.1 Taxonomia

La especie Cyclocephala barrerai fue descrita por Martinez en 1969, su ubicacion
taxonomica se detalla a continuacion:

Reino: Animal

Filo: Arthropoda

Clase: Insecta

Orden: Coleoptera

Familia: Melolonthidae
Subfamilia: Dynastinae
Género: Cyclocephala
Especie: Cyclocephala barrerai

2.1.2 Identificacion de adultos de C. barrerai
Los ejemplares adultos del género Cyclocephala Dejean, se reconocen facilmente por
los siguientes caracteres taxondmicos: frente y pronoto convexos, sin tubérculos, carinas o

depresiones, borde anterior del clipeo redondeado o sinuado, antenas con ocho a diez artejos,
meso y metatibias con apices rectos, no ensanchados. A diferencia de las hembras los machos
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presentan lo protarsos engrosados y la ufia interna mas grande que la externa, por lo que el
dimorfismo sexual se considera acentuado (Morén et al., 1997) (Figura 1).

Figura 1. Morfometria de Cyclocephala barrerai. Se observan garras tarsales del primer par de patas, a) macho
(izquierda) y b) hembra (derecha). Adaptado de Sanchez-cruz, et al., (2025).

Los adultos de C. barrerai se caracterizan por presentar pronoto y élitros testaceos, sin
manchas contrastantes, con una maza antenal masculina mas larga que los artejos precedentes
y una longitud corporal 11 a 14 mm (Aragon et al., 2001) (Figura 2).

El edeago presenta una coloracion pardo-rojiza, con una longitud de 2.66 x 1.06 mm,
con aspecto glabro, exhibiendo parameros largos y triangulares en un angulo de 135° con
respecto a la falobase. Los pardmeros cuentan con un apice con simetria ovalada y son mas
cortos en comparacion con la falobase. El spiculum gastrale presenta forma de “T”, con un
tamano de 1.95 mm por la proyeccion de los brazos separados y con una posicion basal curva
(Villalobos, 2018) (Figura 3).
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3 11 mm

Figura 2. Vista de distintos angulos de un macho adulto de Cyclocephala barrerai. Se observa a) vista dorsal, b)
vista frontal y c) vista lateral. Fotografia a) adaptado de iNaturalist, (autor: Alfredo Eloisa, 2015); fotografias b)
y ¢) del autor.

2.66 mm C)

Figura 3. Edeago de Cyclocephala barrerai visto en diferentes posiciones. Se observa a) Edeago en posicion
lateral, b) Edeago en posicion ventral, ¢) Parameros en posicion distal, G) Spiculum gastrale. Adaptado de
Villalobos, (2018).
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2.1.3 Identificacion de larvas L3 de C. barrerai

A diferencia de otras larvas de Dynastinae, el género Cyclocephala se puede distinguir
por los siguientes caracteres: craneo con superficie reticulada, ligeramente rugosa, coloracion
amarilla claro a marrdn rojizo anaranjado. Estematas presentes (ocelos larvales). Los margenes
laterales del labro estan redondeados o ligeramente angulados en la region posterior. El proceso
haptomeral tiene una muesca corta que forma dos dientes desiguales. Margen interno de la
mandibula con o sin diente. Maxila con una hilera de dientes estridulatorios truncados y romos.
Ultimo antenémero con dos manchas sensoriales dorsales. Raster con un teges formado por un
numero variable de setas en forma de gancho. Labio anal inferior con setas en forma de gancho.
Ausencia de palidia. Garras con dos setas en cada una (Ritcher, 1966; Morelli y Alzugaray,
1994, como se cité en Moron et al., 2014).

De acuerdo con Moro6n et al., (2014), el tercer estadio de C. barrerai se puede
diferenciar de otras larvas del género Cyclocephala por el conjunto de caracteres descritos a
continuacion (Figura 4): Cabeza (1). Ancho de la capsula cefélica: 4,0—4,2 mm. Superficie del
craneo rugosa, de color amarillo anaranjado. Frente sin setas frontales externas, con 2 setas
frontales posteriores, 1 seta frontal anterior, 1 seta angular anterior, 2-3 setas dorso-
epicraniales, 3 setas epicraneales a cada lado y 5—7 setas detras de cada soporte antenal. Clipeo
sin seta central, con 1 seta lateral a cada lado. Labro simétrico con margenes laterales
redondeados, 3—4 setas posteriores, 1-2 setas centrales y 1-2 setas laterales a cada lado.
Estematas presentes.

Epifaringe (2) 1,3-1,6 mm de ancho, 1,2-1,5 mm de largo, epizygum y zygum
fusionados como una placa irregular, alargada y de color marrdn rojizo oscuro. Haptomerum
elevado con una ligera muesca; plegmatia y proplegmatia ausentes. Cada acanthoparia con 7—
8 setas espinosas. Dexiophoba y laeophoba ausentes. Dexiotorma estrechada, alargada y casi
recta. Laeotorma alargada y estrechada. Haptolachus ausente. Placa esclerotizada larga y
estrecha. Crepis ausente. Chaetoparia izquierda con 34-39 setas espinosas y robustas mixtas.
Chaetoparia derecha con 36-41 setas largas y robustas. Mandibulas (3 a 5) con éarea
estridulatoria ventral; area tijera en ambas mandibulas con hoja distal afilada. Mandibula
derecha con 1 diente pequefio en el margen interno y lobulo distal (M1) del area molar bien
desarrollado; brustia escasamente setosa. Mandibula izquierda con lobulo distal débilmente
desarrollado, margen interno simplemente curvado. Calx prominente, brustia con pocas setas.

Maxilas. Mala con 1 uncus en el &pice de la galea, 2 unci fusionados rodeados por 7-9
heli robustos en el apice de la lacinia; area estridulatoria con 8—10 dientes pequenos. Escleroma
hipofaringeo (9) asimétrico con lado derecho prominente. Ultimo antenémero con 2-3
manchas sensoriales dorsales ovadas (6) y 2-3 puntos sensoriales ventrales (7).

Torax. Placas respiratorias de color amarillo claro, uniformemente curvadas, en forma
de "C" (11) 0,18-0,30 mm de longitud, 0,12—0,16 mm de ancho, bulla redondeada, distancia
entre lobulos menor que el didmetro dorsoventral de la bulla. Escleroma lateral del pronoto
alargado, amarillo claro, con setas largas y delgadas. Pro-prescutum con 1011 setas largas
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distribuidas regularmente; pro-scutum con 5—6 setas largas y delgadas; meso-prescutum con
hilera transversal de 6—7 setas largas; meso-scutum sin setas; meso-scutellum con hilera de 5—
6 setas largas y delgadas; meta-prescutum con hilera transversal de 3—4 setas mixtas cortas y
largas; metascutum sin setas; meta- scutellum con hilera transversal de 9-10 setas mixtas cortas
y largas. Garras pro- y meso-tarsales largas, puntiagudas, con 1 seta interna prebasal y 1 seta
externa lateral (10); garra metatarsiana puntiaguda pero mas corta que las precedentes.

Abdomen. Placas respiratorias de color amarillo claro, curvadas regularmente, en forma
de "C"; en los segmentos I-VI con diametro similar, 0,18-0,27 mm de longitud, 0,12-0,16 mm
de ancho; las placas en los segmentos VII-VIII son ligeramente més grandes, 0,20-0,30 mm de
longitud, 0,14-0,18 mm de ancho. Dorso de los segmentos abdominales I-VII cada uno con
numerosas setas cortas en forma de espina y una hilera transversal de pocas setas largas; dorso
de los segmentos VIII-IX con hileras transversales de 11-13 setas largas y delgadas. Venter de
los segmentos abdominales I-VII con hileras transversales de 9-11 setas largas y delgadas;
venter de los segmentos VIII-IX con hileras transversales de 3-5 setas mixtas cortas y largas.
Raster (12) sin palidia; tegilla con 43—46 setas ganchosas cortas y robustas con puntas curvas;
campus con 4—6 setas largas y delgadas; barbula moderadamente setosa. Labio anal dorsal con
16-18 setas ganchosas cortas y robustas. Labio anal ventral con 30—32 setas cortas y robustas
con puntas curvas. Hendidura anal casi transversal. Longitud media del cuerpo dorsal 24 mm
(2,2-3,4 mm).

Figura 4. Estructuras diagnosticas de larvas L3 de Cyclocephala barrerai. Se observa: 1, Cabeza, vista frontal.
2, Epifaringe. Mandibulas, vista ventral: 3, izquierda. 4, derecha. 5, Maxila derecha, vista dorsal. Ultimo
antenomero: 6, dorsal. 7, ventral. &, Apice de la maxila derecha, vista mesal. 9, Labio e hipofaringe. 10, Una
protarsal. 11, Placa respiratoria protoracica. 12, Raster. Escalas: 1 mm, excepto figs. 6, 7, 10—11 = 0,5 mm.
Tomado de Mordn, et al., (2014).
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2.1.3.1 Desarrollo ontogénico de Coleoptera: Scarabaeoidea

Identificar el sexo en larvas de insectos es un proceso complejo que varia segun la
especie, ya que la gran mayoria lucen idénticas a simple vista. El caracter primario mas
confiable para determinar el sexo en larvas de escarabajos (Coleoptera: Scarabaeoidea),
particularmente durante el tercer estadio larval, es la presencia o ausencia del Organo de Herold
o ampolla terminal (Underwood, 1994).

La identificacién en machos en tercer estadio larval consiste en una invaginacion
cuticular localizada en la region esclerotizada de la superficie ventral del noveno segmento
abdominal. Macroscopicamente, se observa a través de la cuticula como una pequefia cicatriz
o estructura de forma ovalada a arrifionada, rodeada de tejido mesodérmico (Mattos et al.,
2015).

Mientras que las larvas en tercer estadio presuntamente hembras carecen por completo
de esta estructura en el noveno esternito abdominal, presentando una superficie lisa y continua
en esa region (Mattos et al., 2015).

Durante el desarrollo ontogénico, la ampolla terminal es el esbozo anatémico del tracto
reproductivo masculino (especificamente, el primordio del conducto eyaculador y el edeago).
Aunque comienza a formarse desde el primer estadio, es hasta el tercer estadio larval cuando
su tamafio y diferenciacion permiten una identificacion visual clara, incluso sin necesidad de
diseccion anatomica (Martinez y Lumaret, 2005).

En Coleoptera Scarabaeidae, el tercer estadio larval es el periodo de mayor duracion y
asimilacion de biomasa en el ciclo de vida de los coledpteros edaficolas. Durante esta fase
critica, comienza a gestarse el dimorfismo sexual de tamano (Sanchez-Cruz et al., 2025).

Aunque las tasas de crecimiento instantaneo pueden ser similares entre ambos sexos al
inicio, los machos de muchas especies de la subfamilia Dynastinae y de la tribu Cyclocephalini
tienden a prolongar su periodo de alimentacion rapida o a presentar variaciones en el tiempo
de desarrollo prepupal (Vendl et al., 2016).

Esta divergencia metabolica en el tercer estadio es la responsable de las diferencias de
masa corporal que posteriormente sustentaran los caracteres sexuales secundarios y el tamafio
general de los imagos.

2.2 Distribucion de Cyclocephala

Mordn et al. (2014) reportan registros de este género en Argentina, Bolivia, Brasil,
Canada, Centroamérica, Colombia, Ecuador, Estados Unidos, Guayana, México, Paraguay,
Peru, Trinidad y Tobago y Venezuela. Para el 2017, se contabilizaban 350 especies a nivel
mundial, de las cuales 62 especies se encuentran en México. El género Cyclocephala presenta
una amplia distribucion que abarca desde América del Norte hasta Sudamérica (Guzman-
Vasquez et al., 2017).
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2.3 Plantas hospederas

Los adultos del género Cyclocephala han sido reportados con frecuencia en proximidad
a plantas de la familia Araceae y epifitas (Guzman-Vasquez et al., 2017), asi como en el follaje
de arbustos y arboles de los géneros Acacia y Parkinsonia (Moron et al, 2014). De acuerdo con
Weppler (2008, como se cité en SENASICA, 2023) Es comun encontrarlos en una variedad de
pastos y cultivos agricolas que incluyen granos, frijol, maiz, soja, trigo y centeno.

En México, C. barrerai se alimenta de pastos ornamentales ampliamente utilizados en
campos de golf debido a su resistencia a enfermedades, bajo requerimiento hidrico y capacidad
de formar césped. Entre estas especies de pastos destacan los géneros Paspalum spp., Lolium
spp., ademas de Agrostis stolonifera, Poa pratensis, y Cynodon dactylon (Méarquez, 2023).

2.4 Habitos alimenticios y ciclo de vida

En regiones subtropicales semiaridas, los adultos de Cyclocephala se localizan
frecuentemente en el follaje de arbustos y, ocasionalmente, pueden alimentarse de frutos
(Mordn et al., 2014). No obstante, se ha documentado que los adultos de C. barrerai son
afagicos, por lo que su actividad se centra exclusivamente en la reproduccion, dependiendo de
las reservas energéticas acumuladas durante su etapa larval (Sanchez-Cruz et al., 2022).

El ciclo de vida de C. barrerai transcurre predominantemente bajo el suelo. Durante la
temporada de lluvias, los adultos emergen para buscar pareja y copular; una vez realizado el
apareamiento, los individuos retornan al sustrato. Las hembras fecundadas excavan camaras en
el suelo, a una profundidad de entre 5 y 15 cm, para depositar sus huevos. La oviposicion ocurre
en grupos de 10 a 20 unidades durante un periodo de 2 a 4 dias; tras concluir este proceso, la
hembra requiere un nuevo apareamiento para iniciar un ciclo de puesta subsecuente (King,
1994).

Los huevos son ovoides, de color blanco opaco. Al momento de la oviposicion miden
aproximadamente 2 mm de largo por 1 mm de ancho, alcanzando los 2.5 mm por 1.25 mm tras
las primeras 24 horas (King, 1994). Tras la eclosion, la larva atraviesa tres estadios de
desarrollo (L1, L2 y L3). Durante este periodo, incrementa su tamafio hasta seis veces, aunque
la duracion exacta de estas etapas bajo condiciones de campo permanece indeterminada.

Morfologicamente, las larvas son de tipo escarabeiforme (en forma de ‘C’), con un
cuerpo robusto y tres pares de patas bien desarrolladas. Se distinguen por presentar la galea y
la licinia maxilar fusionadas, mandibulas robustas de orientacion hipognata, y antenas y palpos
maxilares compuestos por cuatro artejos; en las antenas, el Gltimo artejo es conspicuo y posee
amplias areas sensoriales (Cuate-Mozo et al., 2019). Las larvas poseen hébitos fosoriales y se
alimentan de humus, restos vegetales y raices de gramineas (Moron et al., 2014).

Al finalizar el estadio L3, la larva inicia su preparacion para la pupacion expulsando el
contenido intestinal y construyendo una celda de pupacion en el suelo. En este refugio, entra
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en un estado de reposo denominado diapausa como prepupa. Tras aproximadamente 30 dias,
el adulto emerge de la pupa, permaneciendo inactivo dentro de la celda hasta que las
precipitaciones estimulan su salida a la superficie (King, 1994) (Figura 5).

Los adultos de Cyclocephala se caracterizan por presentar, en vista dorsal, los extremos
de las mandibulas visibles, ademas de un pronoto y cabeza convexos y lisos. Existe un
dimorfismo sexual notable en los machos, quienes poseen una de las ufas anteriores
engrosadas, torcida o bifica (Cibrian, 2013). Debido a que los registros de C. barrerai
provienen mayoritariamente de observaciones de campo, los tiempos precisos de cada etapa
bioldgica aun no han sido determinados con exactitud.

Figura 5. Ciclo de vida del coledptero Cyclocephala barrerai. Se observan los estados y estadios del
ciclo de vida de C. barrerai: 1) huevo, 2) larva L1, 3) larva L2, 4) larva L3, 5) prepupa y 6) pupay 7)
adulto. Fotografias del autor. Nota: Imagenes no a escala, para una referencia de tamafio favor de ver la
seccion 2.4 Habitos alimenticios y ciclo de vida.

2.5 Sistema digestivo en insectos y microflora intestinal

El sistema digestivo de los insectos esta constituido fundamentalmente por el canal
alimenticio, ciegos gastricos, tibulos de Malpighi y gldndulas salivales. Durante el desarrollo
larval, los componentes del canal alimenticio crecen principalmente por elongacion y no por
division celular, siendo la region media la tUnica que conserva capacidad mitotica.
Morfolégicamente, se distinguen tres regiones principales en el tubo digestivo: el intestino
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anterior (estomodeo), el intestino medio (mesenterdn) y el intestino posterior (proctodeo) (De
la Cruz, 2006) (Figura 6).

Como seniala Douglas (2009), existe una amplia diversidad de registros sobre la
microbiota intestinal en diversos 6rdenes de insectos, tales como Hymenoptera, Diptera y
Coleoptera. En muchos casos, la relacién con estos microorganismos simbiontes es esencial
para que el hospedero obtenga nutrientes especificos que de otro modo serian inaccesibles.

En el caso de los coledpteros, se ha documentado (especialmente en insectos
descortezadores) que los microorganismos simbiontes del tracto digestivo son capaces de
biosintetizar compuestos volatiles, tales como hidrocarburos, cetonas, alcoholes y derivados de
azufre (Shultz et al., 2006; Audrain et al., 2015). Estos compuestos son utilizados por el
hospedero como infoquimicos, los cuales pueden ser secretados a través de la cuticula o
emitidos mediante las excretas (Hunte y Borden, 1990). La funcidn principal de estas sustancias
es la transmision de informacion quimica que regula interacciones intra e interespecificas.
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Sistema digestivo de los insectos

Figura 6. Esquema del sistema digestivo de un insecto adulto. Tomado de Jiménez y Sandino (2009).

2.6 Cuticula de los insectos
De acuerdo con Salazar-Escobar et al. (2021) una de las particularidades diagndsticas
de la clase Insecta, es la envoltura endurecida denominada integumento. Este constituye la
pared exterior del cuerpo y conforma un 6rgano complejo, cuya funcion primordial es regular
la pérdida de agua por transpiracion, servir como cubierta protectora de los o6rganos vitales y
actuar como soporte mecanico al sistema muscular.

De la Cruz (2005) menciona que en los estadios inmaduros la cuticula suele ser flexible,
membranosa y elastica (particularmente en diversas larvas o ninfas); estas propiedades
mecanicas son fundamentales durante el desarrollo juvenil, ya que facilitan el incremento de
biomasa y las mudas sucesivas durante la metamorfosis. En contraste, en los insectos adultos
la cuticula es generalmente rigida e inelastica debido a un proceso de endurecimiento
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bioquimico llamado esclerotizacion. Este proceso origina una serie de placas engrosadas
denominadas escleritos, clasificados segin su posicion en: tergitos (dorsales), esternitos
(ventrales) y pleuritos (laterales). Asimismo, la invaginacion de la cuticula forma estructuras
endoesqueléticas llamadas apodemas, donde se inserta la musculatura motora de los
artropodos.

El estudio de Villalobos-Moreno et al. (2011) sobre el integumento de la abeja Apis
mellifera Linnaeus, 1758, describe los tres componentes basicos de esta estructura: la
membrana basal, la epidermis y la cuticula. La epidermis consiste en una capa de células de
apariencia sincitial, mientras que la cuticula propiamente dicha esta compuesta por estratos de
quitina asociados a proteinas, compuestos fenolicos y pigmentos. Estos componentes varian en
proporcidn segun la region corporal y el estrato cuticular especifico: epicuticula, exocuticula y
endocuticula (Figura 7).
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Figura 7. Estructura histoldgica de la cuticula de un insecto. Adaptado de Jiménez y Sandino (2009).

2.7. Métodos de control de Cyclocephala barrerai
2.7.1 Quimico

En México, una estrategia preventiva comun para el control quimico de las
poblaciones de C. barrerai, especialmente en areas con alta incidencia, es la aplicacion de
insecticidas granulados en el suelo durante la siembra. Los productos mas utilizados incluyen
Carbofuran, Terbufos, Teflutrina, Clorpirifos e Imidacloprid. Estos compuestos se incorporan
al suelo y mediante riego, se facilita su transporte hacia los horizontes edéficos inferiores donde
se localizan las larvas. Particularmente, el Imidacloprid presenta alta solubilidad, lo que
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permite su aplicacion directa a través del sistema de irrigacion (Instituto de Investigaciones de
Sanidad Vegetal, 2006).

No obstante, al ser sustancias que se aplican directamente en el suelo, su uso conlleva
desventajas ambientales significativas. Entre los riesgos principales destacan la lixiviacion y
contaminacion de mantos acuiferos subterraneos, la baja especificidad (que provoca la
intoxicacion de insectos benéficos, aves, mamiferos y organismos acudticos), asi como la
bioacumulacion en los tejidos de la fauna local. Ademas, estos productos representan un riesgo
alto para la salud humana debido a la posibilidad de inhalacion o contacto directo durante su
manejo (Cardenas, 1989; Dennis, et al, 1991; Chemos solutions through service. 2020).

2.7.2 Biolégico

El control bioldgico de plagas consiste en el uso de enemigos naturales (Nicholls, 2008).
Estos agentes de control pueden ser bacterias, hongos, virus, nematodos y protozoarios,
parasitoides y depredadores, los cuales poseen la ventaja de actuar de forma especifica sobre
el organismo de interés, minimizando el impacto en la fauna no objetivo y presentando, en
muchos casos, un alto potencial para la produccion a gran escala (Badi, et al., 2006).

De acuerdo con el Instituto de Investigaciones de Sanidad Vegetal (2006), el uso de
hongos entomopatégenos como Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae, junto con
bacterias como Bacillus popilliae y el nematodo Heterorhabditis bacteriophora, resulta viable
para el combate de larvas del complejo “gallina ciega”, durante sus primeros estadios de
desarrollo. Estos microorganismos infectan al hospedero al entrar en contacto con su cuticula
o ser ingeridos; una vez dentro, proliferan utilizando los tejidos del insecto como sustrato
nutricional, lo que eventualmente conduce a la muerte del individuo.

Para optimizar la eficacia de estos agentes, es fundamental seleccionar cepas con
virulencia comprobadas e incorporarlas al suelo durante la preparacion del terreno o mediante
sistemas de riego por subirrigacion (Instituto de Investigaciones de Sanidad Vegetal, 2006).

Adicionalmente, se han documentado interacciones de parasitismo en otros
escarabeidos. Por ejemplo, en larvas de C. signaticollis se han registrado parasitoides del orden
Diptera, destacando la especie Mallophora ruficauda, cuyo estadio larval es ectoparasitoide
solitario; también se ha reportado que esta misma especie afecta a otros miembros de la familia
Scarabaeidae (Zermoglio, 2018).

2.8 Plaga reglamentada segun la NIMF 5
De acuerdo con la Norma Internacional para Medidas Fitosanitarias (NIMF) No. 8
“Determinacion de la situacion de una plaga en un area” (CIPF, 2017), el género Cyclocephala
se encuentra catalogado en México bajo la categoria ‘Presente: sujeta a control oficial’. En
consecuencia, conforme a la NIMF No. 5 “Glosario de términos fitosanitarios” (CIPF, 2020),
se le clasifica como una plaga reglamentada. Esta denominacioén implica que el género posee
una importancia economica para el area y que, aunque pueda tener presencia en el territorio, su
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distribucién no es amplia y se mantiene bajo medidas de control oficial para mitigar sus
impactos negativos.

2.9. Ecologia quimica de insectos

La ecologia quimica se enfoca en la comprension del origen, la funcion y la importancia
de los compuestos quimicos naturales que median las interacciones biologicas, tanto
intraespecificas como interespecificas (Harborne, 2001).

Dentro de la entomologia, este campo de estudio se ha consolidado al analizar las
complejas interacciones entre las plantas e insectos, asi como en los sistemas de comunicacion
mediada por feromonas (entre individuos de la misma especie) o aleloquimicos (entre
individuos de distintas especies). Es importante resaltar que muchos de estos compuestos son
biosintetizados y liberados con el apoyo de la microbiota intestinal del insecto (Sharon et al.,
2011; Engel y Moran, 2013; Molina, 2013, como se citd en Poveda Arias, 2019).

Los aleloquimicos se clasifican en funcion al beneficio derivado de la interaccion entre
el emisor y el receptor (Sbarbati, et al. 2006):

e Alelomonas. Benefician al organismo que emite la sefial (secreciones
defensivas o repelentes).

e Kairomonas. Benefician al organismo receptor (compuestos emitidos por una
presa que atraen a un depredador o parasitoide).

e Sinomonas. Benefician tanto al emisor como al receptor (compuestos emitidos
por flores que atraen polinizadores).

Por su parte, Blomquist y Bagnéres (2010) destacan que los hidrocarburos cuticulares
desempefian un papel fundamental en la comunicacion intra e interespecifica, funcionando
como feromonas, kairomonas, sefiales de reconocimiento de sexo y especies y, en insectos
sociales, reconocimiento de colonias.

En conjunto, los avances en esta disciplina han permitido comprender cémo los insectos
utilizan las sefiales quimicas para garantizar su supervivencia y €xito reproductivo en diversos
ecosistemas (Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria, 2020).

2.9.1 Ecologia quimica de Melolonthidae

De acuerdo con Romero-Lopez (2016), en la familia Melolonthidae se han
documentado sistemas complejos de comunicaciéon quimica sexual (CQS) y comunicacion
quimica alimentaria (CQA) (esta ultima dada por las interacciones entre los escarabajos y sus
plantas hospederas) presentes en especies de los géneros Phyllophaga, Macrodactylus,
Cyclocephala y Paranomala distribuidas en México. Estos estudios han permitido caracterizar
los componentes basicos de la senalizacion quimica, identificando con precision al emisor, el
mensaje quimico y el receptor.
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Respecto a la CQS, Romero-Lopez (2016) sefiala que las sustancias atractivas en las
hembras de este grupo pueden originarse en tres sitios principales: 1) un epitelio secretor
especializado ubicado en la cdmara genital; 2) microorganismos endosimbiodticos y 3)
glandulas accesorias de tipo I y II. Asimismo, se dispone de informacién detallada sobre la
anatomia y la electrofisiologia del sistema olfativo de estos coledpteros. En este sentido, se han
identificado diversos tipos y subtipos de quimiorreceptores en las antenas (especificamente
sensilas placoideas y auricilicas) los cuales desempefian un papel crucial en la deteccion y
respuesta a las feromonas de atraccion sexual.

2.9.2 Ecologia quimica de Cyclocephala

Haynes et al. (1992) documentaron que las hembras de C. [urida sintetizan una
feromona sexual con el fin de atraer a los machos. Para validar este mecanismo, se realizaron
bioensayos utilizando trampas cebadas con distintos estimulos: hembras adultas, larvas
conespecificas y extractos cuticulares de larvas obtenidos mediante inmersion en hexano.

Los resultados demostraron que una cantidad significativamente mayor de machos
adultos fue atraida por las trampas que contenian extractos de hexano de hembras, en
comparacion con las trampas control. A partir de estos hallazgos, Haynes et al. (1992)
concluyeron que la respuesta conductual de los machos adultos esta mediada por compuestos
volatiles producidos tanto por los estadios larvales como por las hembras adultas de la misma
especie.

2.10. Bases de la cromatografia de gases

Como menciona Harvey (2000), la cromatografia de gases (GC) es una técnica analitica
de alta resolucion fundamental en quimica y bioquimica, empleada para la separacion,
identificacion y cuantificacion de componentes presentes en mezclas gaseosas o volatiles. El
fundamento de esta técnica radica en la particion diferencial de los analitos entre una fase movil
(gas inerte) y una fase estacionaria (recubrimiento interno de la columna cromatografica). La
separacion se fundamenta en las diferencias de afinidad quimica (polaridad) y volatilidad de
los componentes, los cuales migran a velocidades distintas a través de la columna. Tras la
separacion, los analitos son detectados y cuantificados, generando un cromatograma que
representa la intensidad de la sefial en funcion del tiempo de retencion. Esta técnica es muy ttil
en aplicaciones industriales y cientificas, incluyendo el analisis de compuestos organicos
volatiles (COV), la detecciéon de contaminantes ambientales y el control de calidad en la
industria farmacéutica y alimentaria.

2.10.1 Obtencion de volatiles mediante técnica de Inmersion

La técnica de inmersion directa se utiliza para garantizar que el espécimen reciba una
cobertura total y uniforme del compuesto evaluado a través de su barrera cuticular. Este método
consiste en sumergir cortes de larvas de una edad y un estadio de desarrollo estrictamente
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estandarizados en una solucion o suspension del solvente durante un tiempo predeterminado
(Nault et al., 2006; Sabatini et al., 2001)

La viabilidad cientifica y el rigor estadistico de la técnica de inmersion directa dependen
de una estandarizacion minuciosa de los parametros biologicos del insecto y de las condiciones
ambientales del laboratorio. Cualquier variacion en la edad, el estado nutricional o las
condiciones de incubacion de las larvas puede introducir sesgos fisiologicos significativos en
los resultados toxicologicos, alterando el célculo de las métricas farmacodinamicas, lo que
puede ser una desventaja (Nault et al., 2006)

2.10.2 Obtencion de volatiles mediante técnica de Headspace

Como menciona Guerrero et al. (2020) el fundamento de esta técnica reside en la
captacion de la fraccion volatil emitida por los insectos vivos. La obtencion de volatiles en
Headspace presenta una serie de ventajas respecto a la extraccion por inmersion. Por un lado,
es una técnica que no implica el sacrificio de los ejemplares o la manipulacién de alguna de
sus estructuras, por lo que permite prolongar el tiempo de la obtencion de los volatiles, siempre
y cuando los insectos reciban sustento para su mantenimiento. A su vez, es un método selectivo,
debido a que unicamente son captados los compuestos volatiles emitidos por los insectos.
Ademas, en algunas especies los compuestos feromonales no se acumulan en glandulas, sino
que son sintetizados y emitidos inmediatamente y al realizar un seguimiento prolongado en el
tiempo permite obtener una aproximacion mas precisa del perfil de volatiles emitidos por los
insectos.

2.11 Espectrometria de masas y fundamentos de la histologia

2.11.1 Espectrometria de masas (MS)

Mientras que la cromatografia de gases separa los componentes de una mezcla volatil,
la espectrometria de masas (MS) es la técnica encargada de identificarlos. Tras la elucion de la
columna cromatografica, los compuestos son conducidos a una fuente de ionizacidon
(tipicamente impacto electronico), donde las moléculas son bombardeadas con electrones,
fragmentandose en iones con diferentes relaciones masa/carga (m/z) (Gutiérrez y Droguet,
2002).

Estos iones son separados por un analizador (como el cuadrupolo), lo que genera un
espectro de masas. Cada compuesto posee un patron de fragmentacion Unico, el cual actua
como una huella dactilar quimica. La identificacion computarizada de estos espectros
obtenidos con bases de datos estandarizadas, como la del National Institute of Standards and
Technology (NIST), permite determinar la identidad de los hidrocarburos y otros volatiles con
un alto grado de confianza estadistica. (Gutiérrez y Droguet, 2002).
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2.11.2 Fundamentos de la histologia y microscopia

Para comprender el origen bioldgico de los compuestos identificados, es necesario
analizar la ultraestructura de los tejidos tegumentarios mediante técnicas histologicas y
microscopicas. En el caso de C. barrerai, el uso de la microscopia electronica de barrido resulta
esencial, ya que permite la observacion de la topografia superficial con gran resolucion. A
través de esta técnica, es posible identificar estructuras especializadas como sensilas
(mecanorreceptores y quimiorreceptores), poros glandulares y aperturas epicuticulares. De
acuerdo con Villalobos-Moreno et al. (2011), estos elementos histologicos constituyen las rutas
anatoémicas por las cuales los hidrocarburos y otros compuestos volatiles son secretados hacia
el exterior, validando asi la correspondencia entre la firma quimica obtenida mediante GC-MS
y la capacidad morfologica del insecto para emitir dichos infoquimicos.

2.12 Microscopia Electronica de barrido

El microscopio electronico de barrido (SEM, por sus siglas en inglés) es un instrumento
de microscopia avanzado que se utiliza para observar y analizar la morfologia de muestras a
nivel microscopico y nanométrico. A diferencia de los microscopios Opticos convencionales,
el SEM utiliza haces de electrones en lugar de luz visible para producir imagenes detalladas de
la superficie de muestras solidas. El haz de electrones barre la superficie de la muestra y
produce una imagen tridimensional de alta resolucion, lo que permite estudiar la topografia,
textura y composicion de diversos materiales (Goldstein et al., 2017 y Echlin, 2011).

El SEM se utiliza en una amplia variedad de campos, incluyendo la investigacién
cientifica, la industria, la metalurgia, la geologia, la biologia y la nanotecnologia. Sus
aplicaciones van desde el anélisis de microestructuras en materiales hasta la caracterizacion de
superficies celulares y particulas a nanoescala (Renau-Piqueras y Faura, 1985).

Entre sus principales ventajas destaca su extraordinaria resolucion y profundidad de
campo, herramientas indispensables para la nanotecnologia y la biologia estructural. No
obstante, el sistema presenta desventajas criticas, como el elevado costo de adquisicion y
mantenimiento, la necesidad de operar en condiciones de alto vacio y la complejidad en la
preparacion de las muestras. Este ultimo punto es especialmente relevante, ya que el
procesamiento (fijacion, deshidratacion y recubrimiento) suele matar a los especimenes
biologicos, imposibilitando la observacion de procesos en vivo (Alberts et al., 2002).
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2. Justificaciéon

El estudio de los coleopteros de la familia Melolonthidae, particularmente del complejo
“gallina ciega”, es fundamental debido a su dualidad funcional en los ecosistemas de México.
Por un lado, muchas especies de este complejo son consideradas plagas rizofagas de alto
impacto econdmico en cultivos basicos como el maiz, el frijol y diversas hortalizas, donde
pueden reducir el rendimiento hasta en un 40% si no se manejan adecuadamente (Cuate-Mozo
et al., 2025). Por otro lado, géneros como Cyclocephala actian como "ingenieros del suelo",
facilitando la aireacion, la infiltracion de agua y la descomposicion de materia orgénica,
procesos criticos para la salud del sustrato. Esta aportacion ecologica concuerda con lo sefialado
por Pérez-Agis et al. (2014), quienes afirman que diversas especies benéficas dentro del
"complejo gallina ciega" actiian como consumidoras de detritos, desempefiando un papel clave
en la ecologia del suelo y actuando como aliadas en los agroecosistemas.

Actualmente, la mayoria de los programas de manejo fitosanitario se basan en el uso
indiscriminado de insecticidas de amplio espectro, debido a la incapacidad de distinguir entre
especies plaga y especies saprofagas o benéficas en estado larval. Esta falta de especificidad
no solo conlleva un gasto econémico innecesario para los productores, sino que provoca un
impacto ambiental severo, afectando la biodiversidad del suelo y la entomofauna no objetivo
Pérez-Agis et al. (2014).

La presente investigacion se justifica por la necesidad de generar conocimiento
bioldgico y morfologico preciso sobre C. barrerai. Al documentar de manera detallada su
estadio larval (L3), sus periodos de emergencia y su morfologia diagnéstica. Esto es un paso
indispensable para transitar de un manejo generalista a uno basado en el Manejo Integrado de
Plagas (MIP), permitiendo que las intervenciones sean dirigidas y bioldgicamente justificadas.

Finalmente, este trabajo contribuye a la actualizacion de los registros bioldgicos de la
especie en México. La informacién aqui generada servird como base para futuras
investigaciones sobre la ecologia quimica y el comportamiento reproductivo de la especie,
fortaleciendo el entendimiento de la biodiversidad edafica nacional.

4. Hipotesis

Los coledpteros del sexo masculino de la especie C. barrerai en etapa adulta son
atraidos por los volatiles que emiten las larvas L3.

5.0bjetivos

Determinar el perfil de los compuestos volatiles emitidos por larvas L3 de
Cyclocephala barrerai, mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas
(GC-MS), la caracterizacion morfoldgica de su cuticula mediante microscopia electronica de
barrido y la evaluacion de la respuesta conductual de los adultos, para analizar la posible
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relacion entre la composicion quimica de las larvas y la atraccion observada de individuos de
la misma especie.

5.2 Objetivos especificos

e Identificar de manera tentativa los compuestos volatiles presentes en larvas L3
y sus excretas de Cyclocephala barrerai mediante cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas (GC-MS), con el fin de establecer su perfil
quimica.

e C(Caracterizar la superficie cuticular de las larvas L3 mediante microscopia
electronica de barrido para identificar la presencia o ausencia de estructuras
relacionadas con la posible liberacion de compuestos volatiles.

e Evaluar la respuesta conductual de adultos de Cyclocephala barrerai frente a
larvas L3 y sus excretas mediante bioensayos de atraccion, para determinar la
existencia de una respuesta diferencial entre machos y hembras.

6. Materiales y métodos

6.1 Obtencion, cria y reproduccion de adultos de Cyclocephala
barrerai

Los ejemplares adultos de C. barrerai se recolectaron en el parque de béisbol ‘La
Presa’, ubicado en la ciudad de Puebla, México (18°5826.0” N 98°14'46.4"” W), durante los
meses de mayo y junio de 2020 (Sanchez-Cruz et al., 2022). El establecimiento, cria y
reproduccion de los insectos se realizd siguiendo el protocolo de Sanchez-Cruz, et al., (2025)
en el Laboratorio de Ecologia Quimica del Centro de Desarrollo de Productos Bidticos
(CEPROBI-IPN) (Figura 8). Las condiciones ambientales se mantuvieron controladas en una
camara de cria a una temperatura de 26 = 3 °C, una humedad relativa (HR) del 70 =20% y un
fotoperiodo invertido de 12:12h (L:O).

A continuacién, se describe de manera sucinta la metodologia por Sanchez-Cruz y
colaboradores (2025). Para obtener la primera generacion de huevos, se establecieron unidades
de apareamiento conformadas por triadas (dos machos y una hembra sexualmente maduros).
Cada unidad se coloco en un recipiente de polipropileno de 500 mL con 250 mL de sustrato
nutritivo compuesto por hojarasca, madera triturada y suelo humedecido con agua destilada.
Los recipientes se sellaron con malla de gasa fina y bandas eléasticas para permitir el
intercambio gaseoso.

Transcurridas las primeras 24 h, los huevos se recolectaron y transfirieron
individualmente a recipientes de plastico de 500 mL con el sustrato nutritivo previamente
descrito (Sanchez-Cruz, et al., 2024) Se realizd un monitoreo quincenal del desarrollo larval
hasta alcanzar el estado de pupa; durante este periodo, el sustrato se renovéo mensualmente y se
mantuvo la humedad mediante la adicion periddica de agua.
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Al alcanzar el estado de pupa, los ejemplares se trasladaron individualmente a
recipientes de 35 mL con 25 mL de sustrato humedo. Estos se resguardaron en contenedores
de polipropileno (15 x 10 x 5 cm) con ventilacion superior protegida por gasa. Para prevenir la
desecacion, se mantuvo una lamina de agua de 25 mL en el fondo del contenedor externo. La
emergencia de los adultos se monitored cada 24 h, manteniendo a cada individuo en aislamiento
hasta su utilizacion en los bioensayos (Figura 8).

Papel circular absorbente

S

=

Sustrato
nutritivo

Figura 8. Obtencion de cria de Cyclocephala barrerai. Se observa: A) Contenedores de plastico para adultos de
C. barrerai en apareamiento procedentes del campo. B) Sala de cria. C) Recoleccion de huevos. D) Molino de
martillos para moler hojas y madera para el sustrato. E) Mezcla del sustrato. F) Sustrato en horno de secado.
G) Raices de hierba. H) Cria de larvas en contenedores de plastico individuales. I) Celofan sobre los
contenedores de cria de larvas. J) Contenedores de cria de larvas bajo luz roja. K) Pupas en contenedores de
plastico. L) Contenedores de pupas colocados en una caja de plastico. Adaptado de Sanchez-Cruz et al., (2025).
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6.2 Obtencion de volatiles cuticulares y de excretas de larvas
L3 mediante el método de inmersion

Para la obtencion de los compuestos voléatiles cuticulares, se seleccionaron ocho larvas
del tercer estadio de C. barrerai. Los ejemplares fueron sacrificados mediante exposicion a -
4°C durante 40 minutos. Posteriormente, cada larva se sumergié de manera individual en un
vial de vidrio &mbar de 2.5 ml de capacidad, conteniendo 1 mL de hexano grado HPLC, Marca:
karal.

La mezcla se homogeneiz6 mediante un vortex (Vortex-Genie 2, Scientific Industries,
modelo G-560) durante 5 minutos para asegurar la extraccion efectiva de los compuestos de la
superficie cuticular. Tras el proceso, las larvas fueron retiradas de los viales. La solucion se
concentr6 a un volumen final de 200 pL bajo una corriente constante de nitrogeno gaseoso.
Finalmente, los extractos se almacenaron en refrigeracion a -4°C hasta su posterior analisis por
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas.

6.2.1 Obtencion de volatiles en excretas de larvas L3 mediante el
método de inmersion

Bajo condiciones de iluminacion natural y dentro de una campana de extraccion (sin
flujo de aire para evitar la dispersion de volatiles), se colocaron grupos de diez larvas L3 en
cajas Petri de vidrio estériles durante un periodo de una hora para la obtencion de excretas.
Transcurrido este tiempo, se recolectdé 1g de excretas utilizando pinzas entomoldgicas
previamente desinfectadas con hexano grado HPLC. Las muestras se depositaron en viales
ambar y se procesaron siguiendo la metodologia de extraccion por inmersion descrita en el
apartado anterior. En total, se analizaron las excretas provenientes de seis grupos
experimentales (n=6), conformados por 10 larvas cada uno.

6.2.2 Identificacion de volatiles cuticulares y en excretas de larvas L3
mediante GC-MS

Para la identificacion de los compuestos, se inyectaron 2 uL de cada extracto en un
cromatografo de gases Agilent Technologies 7890A acoplado al espectrometro de masas
Agilent Technologies 5975C; Palo Alto, CA, USA.

Se utilizd una columna capilar no polar de silice fundida SLB-5ms (SUPELCO
Analytical; 30 m x 0.25 mm d.i., 0.25 pum de espesor de pelicula). El puerto de inyeccion se
oper6 en modo split (relacidon 1:25) a una temperatura de 250 °C, utilizando hidrégeno como
gas portador con un flujo constante de 2 mL/min. El programa de temperatura del horno inicio6
a 150 °C (mantenidos por 2 min), con una rampa de calentamiento de 5 °C hasta alcanzar los
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308 °C, con un tiempo total de corrida de 33.06 min. La linea de transferencia (auxiliar) se
mantuvo a 280 °C. El espectrometro de masas se operd en modo de ionizacion electronica (70
eV) y modo de adquisicion SCAN, cubriendo un intervalo de masas de 29 a 400 unidades de
masa atémica (uma) (Peralta-Falcon, et al., 2020).

6.3. Obtencion de volatiles mediante el método Headspace

6.3.1 Preparacion del equipo

1)

Limpieza y desinfeccion. Se lavo el material con jabon para cristal (HY CEL,

HYCLIN PLUS NEUTRO, México) y se enjuagd con agua destilada. Posteriormente
fue secado en un horno (Riossa, 41 x 35 x 30 cm, México) durante 1h a 150° C.

2)

Preparacion y configuracion del equipo de aireacién dinamica. De acuerdo

con la técnica de aireacion dinamica de Heat et al., (1992):

a)

b)

Se utiliz6 una cdmara de vidrio (30 cm de longitud y 4 cm de diametro exterior),
que en la entrada tiene adaptado un filtro de carbon activado (para limpiar el
aire de la entrada) y en la salida un conector de vidrio, al cual se conectaron dos
pipetas Pasteur (PP) (etiquetadas como Hexano 1 y metanol 1) para recoger los
volatiles extraidos por Headspace. En cada una se introdujeron 2 cm de lana del
vidrio y se comprimié a manera de tapon. Posteriormente se agrego6 0.35 g de
polimero adsorbente (HayeSepQPororus. Sigma-Aldrich) y se cubrié con 2 cm
de lana de vidrio comprimida.

Previo a la captura de volatiles, se limpi6 el interior de las PP con 3 ml de
metanol seguidos de 3 mL de hexano y se dejo evaporar el solvente. El
procedimiento se repitid 3 veces.

Se conectaron las PP a 2 flujémetros (Cole Parmer), conectados a una bomba
de doble flujo (Welch, n0.2522 B-01 A, Monroe, Louisiana, USA) con un flujo
de succién constante de 500 mL/min durante 4 h a 27 °C, haciendo revisiones
cada 10 minutos (Figura 9).
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Figura 9. Configuracion experimental del equipo de Headspace. Componentes: 1) filtro de carbdn activado, 2)
camara de vidrio, 3) conector de vidrio, 4) pipetas Pasteur, 5) flujometros y 6) bomba de doble flujo. Fotografia
del autor.

6.3.2. Obtencion de volatiles por Headspace

Dentro de la camara de extraccion se colocaron 10 larvas L3 de C. barrerai, se hicieron
dos extracciones por aireacion dinamica por Headspace con la camara de vidrio vacia, como
control. La extraccion se realizo en rondas de 4 horas, de las 12:00 a 16:00 horas, dentro de un
cuarto oscuro con temperatura de 23.8°C, 65 % de HR, haciendo revisiones cada 10 min para
verificar que estuvieran vivas las larvas.

Al finalizar cada ronda, se devolvieron las larvas a su respectivo recipiente y con pinzas
entomoldgicas se recolectaron las excretas en un vial ambar con capacidad de 2.5 mL con 1.5
ml de hexano grado HPLC para analizar posteriormente el sobrenadante.

Después de cada ronda, se realiz6 una elucion de cada PP con 2 ml de hexano y 2 ml
de metanol (seglin su respectiva etiqueta) y fueron colectados individualmente en viales ambar
de 1.5ml (marca Agilent), los cuales fueron almacenados a -4° C, hasta su analisis.

6.3.3. Identificacion de volatiles de larvas L3 extraidos por Headspace
en CG-EM

De acuerdo con Sanchez-Cruz et al., (2020) los compuestos se eluyeron en 2 mL de
hexano y se reconcentraron a 200 uL con una corriente de nitrogeno. Los resultados se
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analizaron en el GC-MS descrito previamente, para la identificacion de los volatiles capturados
por Headspace.

El mismo procedimiento de elucion y reconcentracion con corriente de nitrégeno, se
realizé con las muestras de metanol y excretas.

Se inyectaron 2 pL de los extractos por GC-MS; temperatura de inicio del horno de 50
°C durante 2 min, aumentada a 220 °C en 8 °C/min y mantenida durante 2 min; el puerto de
inyeccion funcioné en modo splitless 1:10 a una temperatura de 250 °C; con flujo fue de 2
ml/min de hidrégeno como gas portador. E1 EM trabajo con ionizacion electronica (70 EV) en
modo SCAN y un rango de masas de 35 a 550 UMA.

6.4. Bioensayos sobre la respuesta conductual de adultos C.
barrerai ante la presencia de larvas conespecificas en etapa L3

Para evaluar la respuesta conductual de los adultos C. barrerai ante la presencia de
larvas conespecificas en etapa L3, se realizd un bioensayo donde se colocd en una misma arena
un adulto y una larva L3 de C. barrerai y se definieron parametros para diferenciar una
respuesta de atraccion positiva de una respuesta de atraccion negativa.

Los bioensayos se realizaron en un cuarto oscuro (completamente vacio, con las
condiciones ya descritas en el apartado 2.3.1) durante el periodo de activacion de los adultos
de C. barrerai, de 12:30 a 16:00 horas aprox (Ciclo inverso correspondiente a 00:30 a 4:00
am.), sobre una mesa blanca, con el area despejada, para descartar que la respuesta de los
individuos fuera influenciada por algun estimulo visual, como la presencia de objetos
coloridos.

Previo a introducir los ejemplares (Adulto y larva L3 de C. barrerai) al cuarto oscuro,
se desinfectd la mesa con alcohol etilico (al 90%). Los ejemplares adultos de C. barrerai,
fueron tomados de la camara de cria, s6lo cuando se activaron (es decir, que salian de la tierra,
buscando aparearse).

Como arena se utilizd un cristalizador de vidrio de 250ml de capacidad (10 cm de
diametro y 5 cm de altura), que contiene una caja petri (3.5 cm de didmetro por 1 cm de altura,)
y una larva L3 de C. barrerai. La caja Petri se mantuvo cerrada con una malla y una liga para
sujetar el trozo de tela y proteger a la larva. Después se introdujo al cristalizador un ejemplar
adulto de C. barrerai y se tapo6 el cristalizador con una tapa de cristal (Figura 10).
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Figura 10. Arena de experimentacion disefiada para evaluar la respuesta conductual de adultos de Cyclocephala
barrerai ante larvas conespecificas en estadio L3. Componentes: 1) tapa de vidrio, 2) cristalizados, 3) caja de
Petri con malla, 4) adulto de C. barrerai y 5) larva en estadio L3. Fotografia del autor.

Para registrar el comportamiento tanto de la larva como el adulto de C. barrerai, dentro
del cuarto se instal6 una videocdmara a color, con vision nocturna (marca Sony, visor
electronico Blanco y negro, pantalla LCD de 2.5”, 6ptica 25x y 700 digital zoom, imagen
nocturna Super NightShot (infrarrojo), con micr6fono incorporado), el tiempo de grabacion fue
determinado por la respuesta del adulto hacia la larva L3. La interaccién de ambos ejemplares
dentro del cristalizador fue de 2 a 5 min.

El experimento se repitio un total de 78 veces utilizando un total de 15 hembras y 63
machos en etapa de apareamiento y 78 larvas L3. Registrando el comportamiento tanto de
adultos como de larvas L3 de C. barrerai. Al finalizar el tiempo de grabacion, se retiraron
ambos ejemplares y cada uno fue devuelto a su respectivo contenedor.

El cristalizador, la caja petri, la tapa de vidrio y la malla fueron remojados con hexano
(durante 5 min) previo a hacer la siguiente grabacion, para evitar que quedaran restos de
volatiles de la repeticion anterior. Se alternaron distintos cristalizadores y cajas petri (alrededor
de 5) entre cada grabacion, todos con las mismas caracteristicas y dimensiones, para dejar
evaporar el hexano.

Los parametros a consideracion para respuestas de atraccion positiva (RAP) del adulto
de C. barrerai hacia la larva L3 fueron los siguientes: 1.- El adulto se acerca inmediatamente
(en un lapso menor a 30 segundos) y de forma directa (en linea recta) a la caja petri donde se
encuentra la larva L3 y permanece sobre o alrededor de la misma, mostrando interés enérgico
por entrar a través de la malla o el cristal al menos durante un minuto (Figura 11). 2.- El adulto
realiza movimientos rapidos, aleteo, movimiento de antenas, y en ocasiones muestra el edeago
(Figura 12).
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Figura 11. Evidencia conductual de la respuesta de atraccion positiva del adulto de Cyclocephala barrerai
hacia la larva L3. a) Adulto de C. barrerai (2) realizando aleteo estatico sobre la superficie de la malla en
respuesta a la presencia de la larva L3 (1). b) Adulto (1) exhibiendo movimientos antenales de exploracion en
proximidad a la larva (2). Las conductas observadas corresponden a los criterios definidos para el parametro de
evaluacion 1. Fotografias del autor

Figura 12. Respuesta de atraccion positiva del adulto de Cyclocephala barrerai hacia la larva L3 (parametro
2). a) Adulto (1) posicionado adyacente a la caja de Petri, exhibiendo movimientos antenales de
quimiorrecepcion hacia la larva L3 (3). b) Adulto manifestando postura de arqueamiento corporal en respuesta
a la proximidad del estimulo larvario. Fotografias del autor.

Si el adulto de C. barrerai cumple con al menos uno de los parametros durante el primer
minuto de interaccion, se considerd RAP y se grabo durante un tiempo limite de 5 min.

Los parametros para definir una respuesta de atraccion nula (RAN) fueron los
siguientes: 1.- El adulto se mantiene en la misma posicion en la que se coloc6 al menos durante
el primer minuto completo desde que se introdujo a la larva L3. 2.- El adulto avanza unos
cuantos pasos a algin lugar del cristalizador, sin detenerse especificamente en la caja petri o a
los costados. Si el adulto de C. barrerai caumple con al menos uno de los parametros para RAN,



durante el primer minuto de interaccion, se detuvo la grabacion en un tiempo limite de 2 min
(Figura 13).

Figura 13. Ausencia de respuesta de atraccion del adulto de Cyclocephala barrerai hacia la larva L3 (parametro
1). Se observa: 1) adulto de C. barrerai en estado estacionario, permaneciendo en su posicion inicial de
liberacion y 2) larva de C. barrerai. Fotografia del autor.

6.5. Microscopia

Siguiendo la metodologia de Garcia-Herndndez et al. (2019) y Delgado-Nufiez et al.
(2020), se realizaron microfotografias comparando dos cortes histologicos de cuticula (sin
preparacion previa) (Mag=400x) (10 um) tanto de larva L3 y de adulto de C. barrerai. en
tacones de aluminio con adhesivo de carbono de doble cara y se observaron a través de
microscopio de barrido electrénico ambiental (ESEM) modelo EVO LS10 Life Science, (Carl
Zeiss, Jena, Alemania).

7. Resultados

7.1 Obtencion de compuestos volatiles de larvas L3 por el
método de inmersion

Al analizar los picos del cromatograma de las muestras de extractos cuticulares de
larvas, no se encontraron volatiles en las ocho muestras estudiadas, sin embargo, en el
cromatograma de las muestras de excretas se identificaron cinco compuestos.
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7.1.1. Identificacion de compuestos quimicos cuticulares y en excretas
de larvas L3 extraidos por inmersion en Cromatografia de Gases con
Espectrometria de Masas

Los andlisis por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas detectaron
coincidencias con cinco compuestos quimicos en las muestras de compuestos cuticulares de
larvas L3 de C. barrerai (Figura 14 y Cuadro 1). Tras la depuracion de las muestras control
(muestra 6 y 7) y aplicando un criterio de seleccion basado en una similitud mayor al 80% con
la base de datos NIST, los compuestos propuestos son: 1-Hexanol, D-limoneno, Undecano 5-
7 -Dimethyl-, Hexadecano, 1-Undecanol.
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Figura 14. Cromatograma de compuestos volatiles en cuticula de larvas L3 Cyclocephala barrerai extraidos
por inmersion. a) 1-Hexanol, b) D-limoneno, ¢) Undecano 5-7 —Dimethyl-, d) Hexadecano, e) 1-Undecanol.
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Cuadro 1. Identidad propuesta de compuestos volatiles de cuticula de larvas L3 Cyclocephala barrerai
extraidos por inmersion

Tiemp(.)’de Por.c el.lt.aje Compuesto No. CAS Férmula Quimica Peso Molecular

retencion  de similitud g/mol
3.759 81.% 1-Hexanol 111-27-3 Ce¢H140 102.17
6.171 84.4% D-limoneno 5989-27-5 CioHis 136.23
9.846 82.4% Hexadecano 544-76-3 CisHz4 226.44
14.928 89.6% 1-Undecanol 112-42-5 CiH240 172.31

Se detectaron nueve compuestos quimicos: metildicloroarsina, 5-cloro-6-hidroxi-1,3-
dimetil-5,6-dihidrotimina, 9-metil-1,4,5,8-tetrazafenantreno, 5-acetamino-4,7-
dihidroxibenzofurazano, 2,3,4, 4a,5,6-hexahidro-7-metoxiquinolina, 6,7-dimetoxi-3-fenil-4H-
I-benzopiran-4-ona, 3-fluorobencenoetanol, 2-tienilamida y 1,3-bencil-N-benzoil y
glucosamina. Estos compuestos fueron recurrentes en la mayoria de las muestras analizadas (4
de 6), lo que sugiere que constituyen el perfil hidrocarbonado caracteristico de las excretas de
esta especie en el tercer estadio larval (Figura 15 y Cuadro 2).
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Figura 15. Cromatograma de compuestos volatiles identificados en excretas de larvas L3 Cyclocephala
barrerai extraidos por inmersion: a) Metildicloroarsina b) 5-cloro-6-hidroxi-1,3-dimetil-5,6-dihidrotimina c)
9-metil-1,4,5,8-tetrazafenantreno, d) 5-acetamino-4,7-dihidroxibenzofurazano, ¢) 2,3.,4, 4a,5,6-hexahidro-7-
metoxiquinolina, f) 6,7-dimetoxi-3-fenil-4H-1-benzopiran-4-ona, g) 3-fluorobencenoetanol, h) 2-tienilamida,
i) 1,3-bencil-N-benzoil glucosamina.
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Cuadro 2. Propuesta de compuestos volitiles en excretas de larvas L3 Cyclocephala barrerai extraidos

por inmersion

Tiempo de Porcentaje de

retencion

3.697

4.022

4.856

5.011

5.483

5.933

7.342

8.353

9.726

similitud

80%

80.2%

81.2%

87.3

81.6%

82.1%

86%

86.7%

81.7%

Compuesto

Metildicloroarsina

5-cloro-6-hidroxi-1,3-

dimetil-5,6-dihidrotimina

9-metil-1,4,5,8-

tetraazafenantreno

5-acetamido-4,7-

dihidroxibenzofurazano

2,3.,4, 4a,5,6-hexahidro-

7-metoxiquinolina

6,7-dimetoxi-3-fenil-4H-

1-benzopiran-4-ona

3-fluorobencenoetanol

2-tiofenocarboxamida

1,3-di-O-bencil-N-

benzoil glucosamina

No. CAS

593-89-5

100201-55-6

62088-23-7

153136-26-6

19500-64-2

74195-17-3

52059-53-7

5813-89-8

6501-94-6

Formula

Quimica

CH3AsCl »

C7H] 1C1N2 03

Ci1HsNy

CsHs5N304

CioH1sNO

Ci9H1504

CsHoFO

CsHsNOS

C27H29NOg

Peso
Molecular

g/mol

160.86

206.63

196.21

207.14

165.23

310.3

140.15

127.16

463.52

7.2. Identificacion de volatiles de larvas L3 extraidos por
Headspace en CG-EM

Los diferentes volatiles presentes en el cromatograma se identificaron por sus tiempos
de retencion y se compararon con los datos registrados en la biblioteca espectral NIST
/EPA/NIH (Version de software 2.0, Gaithersburg, MD, EE. UU.) tomando en consideracion
aquellos que tuvieran un intervalo de rango superior del 80% de similitud de acuerdo con el
NIST. La estructura quimica se realizé con el software ADC/ChemSketch Freeware 2020,

Canada.
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7.2.1. Compuestos detectados en eluciones de metanol en las muestras
1,23,45 y 8 en CG-EM extraidos por Headspace de larvas L3 de

Cyclocephala barrerai

Se proponen cuatro compuestos: 2-hexanol, Metoxifeniloxima-, 6-Metilfenantridina y
Fenol. El compuesto “Metoxifeniloxima -” estuvo presente en 5 de 6 muestras, por lo que fue
el mas frecuente (Figura 16 y Cuadro 3).
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Figura 16. Cromatograma de compuestos volatiles identificados en eluciones de metanol en las muestras
1,2,3,4,5 y 8 en CG-EM extraidos por Headspace de larvas L3 de Cyclocephala barrerai: a) 2-hexanol, b)
Metoxifeniloxima -, ¢) 6-Metilfenantridina y d) Fenol
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Cuadro 3. Propuesta de compuestos identificados en eluciones de metanol en las muestras 1,2,3,4,5y 8

en CG-EM extraidos por Headspace de larvas L3 de Cyclocephala barrerai

Peso
Tiempo de  Porcentaje Formula
Compuesto No. CAS Molecular
Retencion  de similitud Quimica
g/mol
3.6 91.5% 2-hexanol 626-93-7 Ce¢H140 102.17
4.590 81.9% Metoxifeniloxima - 67160-14-9 CgHoNO; 151.16
5.173 81.3% 6-Metilfenantridina 3955-65-5 CisHiN 193.25
5.727 85.2% Fenol 108-95-2 CeHsO 94.11

7.2.2 Compuestos identificados en eluciones de hexano en las muestras
1,23,45 y 8 en CG-EM extraidos por Headspace de larvas L3 de
Cyclocephala barrerai

Se consideraron tinicamente los componentes que se encontraban presentes en al menos
4 de 6 muestras, que en total fueron 7: P-Xileno, Benceno, 1,3-dicloro-, Heptano, 2,2,4,6,6-
pentametil-, D-limoneno, Nonanal, Acetato de 3,5,5-trimetilhexano y Nonadecano (Figura 17
y Cuadro 4).
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Figura 17. Cromatograma de compuestos volatiles identificados en las eluciones de hexano en las muestras
1,2,3,4,5 y 8 en CG-EM extraidos por Headspace de larvas L3 de Cyclocephala barrerai: a) P-Xileno, b)
Benceno, 1,3-dicloro-, ¢) Heptano, 2,2,4,6,6-pentametil-, d) D-limoneno, ¢) Nonanal, f) Acetato de 3,5,5-
trimetilhexano y g) Nonadecano.

41



Cuadro 4. Propuesta de compuestos identificados en las eluciones de hexano en las muestras 1,2,3,4,5

y 8 en CG-EM extraidos por Headspace de larvas L3 de Cyclocephala barrerai

Tiempo  Porcentaje Peso
Formula
de de Compuesto No. CAS Molecular

Quimica

Retencion  similitud g/mol

4.022 92.9% P-Xileno 106-42-3 CsHio 106.16

5.476 95.3% Benceno, 1,3-dicloro- 541-73-1 CeH4Cl, 147.00

5.926 96% Heptano, 2,2,4,6,6- 13475-82-6 Ci2Has 170.33

pentametil-

6.140 86% D-limoneno 5989-27-5 CioHis 136.23

7.328 90% Nonanal 124-19-6 CoH 130 142.24

8.331 88% Acetato de 3,5,5- 58430-94-7 Ci1H20: 186.29

trimetilhexilo
15.112 94.5% Nonadecano 629-92-5 Ci9Hao 268.53

7.3. Respuesta comportamental de adultos a L.3 y excretas

No se observo atraccion alguna de las larvas L3 a la presencia de alglin adulto de C.
barrerai. Mientras que en las 15 repeticiones con adultos hembra de C. barrerai, se registrd
nulo interés de parte de la hembra hacia la larva L3.

Por otra parte, 34 machos fueron rap y 29 no respondieron a las larvas L3. No se observo
atraccion alguna de adultos a las excretas.

De acuerdo con las grabaciones del experimento, la RAP ocurre casi de manera
inmediata, durante el primer minuto desde que se introduce a la larva L3 y al adulto. De lo
contrario, la respuesta serd nula sin importar el tiempo de espera.

Por lo tanto, se puede deducir de acuerdo con los resultados, que los adultos machos
presentan atraccion solo a algunas larvas en etapa L3.

7.4. Microscopia

Al comparar los cortes histologicos de larva L3 y adulto de C. barrerai bajo el
microscopio electronico de barrido, se observo que la cuticula de las larvas L3 no presenta
poros cuticulares ni estructuras que permitan la liberacion de compuestos quimicos cuticulares
(Figura 18), en contraste con el del adulto donde se aprecia tejido celular, ultraestructuras
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(sensilas chaéticas) (Eilers et al., 2012) y aperturas que pueden servir para secretar sustancias
(Barbier et al., 1992) (Figura 19).

Mag= 400X Detector = NTS BSD EHT = 30.00 kV

Figura 18. Micrografia electronica de barrido de la superficie epicuticular de larva L3 de
Cyclocephala barrerai. Se observa una textura tegumentaria lisa, sin presencia de estructuras
celulares superficiales o aberturas glandulares visibles a esta resolucion. Fotografia tomada por
el autor.

Detector = NTS BSD EHT = 30.00 kV

Figura 19. Micrografia electronica de barrido de la superficie epicuticular de un adulto de
Cyclocephala barrerai. Se observa: a) Tejido epidérmico subyacente, b) poros o aperturas
glandulares y c) Sensilas chaéticas distribuidas sobre la superficie cuticular. Fotografia
tomada por el autor.

8. Discusion de resultados

La importancia de estudiar la respuesta comportamental de adultos de Cyclocephala
barrerai en presencia de las larvas L3 radica en conocer mejor el comportamiento de dicha
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especie y comprender la interaccion entre adultos y larvas. Los datos obtenidos en este trabajo
revelan una clara tendencia de atraccion sexual exclusiva de los machos de C. barrerai hacia
las larvas L3, identificando patrones de cortejo de adultos hacia estadios larvales. A diferencia
de la respuesta comportamental de hembras hacia larvas L3, su respuesta fue nula.

Esta conducta se presenta Unicamente hacia ciertas larvas y no indiscriminadamente
como reportan diversos autores para otros escarabajos melolontidos. Por lo que,
hipotéticamente, los machos pueden identificar a las hembras atn en estado larval y sin estar
en etapa reproductiva, posiblemente por la presencia de enterobacterias en la camara genital.
Otro descubrimiento importante es que se observa la postura de la larva enrollada, lo que quiere
decir que las larvas no muestran interés hacia los adultos. Ademas, este experimento permitio
obtener evidencias de este comportamiento de acercamiento sexual (Haynes et al, 1995) de
adultos hacia larvas, que suele ser frecuente en escarabajos melolontidos, y que no habia sido
documentado con evidencia fotografica hasta el momento.

El analisis morfologico mediante microscopia electronica de barrido constituye el
primer reporte ultraestructural detallado para la fase inmadura de C. barrerai y propone que las
larvas L3 carecen de poros cuticulares, canales epidérmicos o cualquier otra estructura
glandular exocrina superficial a lo largo de su tegumento. Este hallazgo contrasta con la alta
complejidad y diversidad microestructural que caracteriza a la cuticula de ejemplares adultos
de la misma especie. Esto descarta formalmente la epidermis cuticular como la via anatémica
de secrecion o liberacion de compuestos quimicos en el estadio larval.

De acuerdo con Sanchez-Cruz et al. (2022), la respuesta conductual de adultos de C.
barrerai en presencia de hembras de la misma especie ocurre gracias a la presencia de poros
cuticulares que permiten la liberacion de hidrocarburos, los cuales facilitan la comunicacion
quimica entre hembras y machos. Como menciona Chapman et al. (2013), estos canales, a
menudo asociados con glandulas epidérmicas, son fundamentales para la secrecion de
compuestos quimicos, como feromonas o sustancias defensivas, y juegan un rol determinante
en la regulacion de la pérdida de agua. En diversas especies de coledpteros y lepidopteros, se
ha reportado que estos poros permiten la liberacion de exudados que protegen a la larva contra
patdgenos fungicos y depredadores, actuando como una barrera quimica activa que
complementa la proteccion fisica de la quitina.

Ademas de las larvas de insectos, estructuras similares se han reportado ampliamente
en otros artropodos, incluyendo aracnidos y crustaceos terrestres (isoOpodos), donde la
permeabilidad controlada es vital para la supervivencia en microhabitats con humedad variable.
Se cree que su funcion primordial, més alla de la secrecion, es el transporte de lipidos y ceras
desde las células epidérmicas hacia la superficie de la epicuticula para mantener la
impermeabilidad del insecto. Estudios en dipteros sugieren que estos poros también podrian
estar involucrados en la quimiorrecepcion periférica, permitiendo que las larvas detecten
cambios quimicos inmediatos en su sustrato alimenticio (Klowden, 2013; Vincent y Wegst,
2004).
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Los compuestos identificados en el cromatografo de gases utilizando la técnica de
inmersion, tanto en larvas L3 como en sus excretas, revelan la presencia de compuestos
volatiles: 1-undecanol y 1-hexanol. Al comparar el perfil de compuestos volatiles encontrados
en las larvas L3 con el de las hembras de la misma especie (Sanchez-Cruz, et al., 2020), no se
encontraron coincidencias ya que las hembras presentan hidrocarburos cuticulares pesados,
mismos que estan ausentes en larvas L3. El perfil quimico de las larvas L3 y sus excretas revelod
la ausencia de hidrocarburos cuticulares pesados que coincidieran con el perfil quimico de las
hembras adultas (Sanchez-Cruz, et al., 2020). De acuerdo con los resultados de esta
investigacion, la retencion de compuestos volatiles mediante el Headspace y las eluciones
moleculares sugieren de manera consistente la presencia minoritaria pero bioldgicamente
activa de compuestos volatiles de cadena corta y origen alifatico, especificamente fenol, 1-
hexanol y 1-undecanol.

A pesar de ello, la relevancia de estos compuestos volatiles de cadena corta y otros de
origen alifatico en la mediacién de conductas bioldgicas ha sido ampliamente documentada en
diversas etapas del desarrollo de los insectos. Por ejemplo, mediante el uso de microextraccion
en fase sdlida acoplada a cromatografia de gases y espectrometria de masas (SPME-GC/MS),
se ha identificado que compuestos aldehidos como el nonanal forman parte del perfil natural
de volatiles emitidos por larvas de coleopteros (Wojciechowska y Gotebiowski, 2020), lo que
coincide con los compuestos reportados en las eluciones de hexano en las muestras extraidas
por Headspace de larvas L3 de C. barrerai.

Se ha demostrado que el nonanal actlia como un componente clave en los sistemas de
comunicacion quimica de los artropodos, ya sea incrementando significativamente la eficacia
de atraccion hacia las feromonas sexuales (Saveer et al., 2023) o modulando respuestas de
comportamiento mediante la activacion de neuronas receptoras periféricas (Wang et al., 2020).
Al igual que lo reportado para el nonanal en dichos modelos, la volatilidad del 1-hexanol y el
I-undecanol les otorga las propiedades fisicoquimicas necesarias para viajar en el aire,
dispersarse eficientemente en el sustrato y activar la respuesta olfativa selectiva de los machos
de C. barrerai (Sanchez-Cruz et al., 2020)

Al no haber presencia de poros cuticulares en el cuerpo, se propone que los compuestos
volatiles provienen principalmente de la microbiota intestinal y son excretados por el ano. La
deteccion de alcoholes, particularmente el fenol encontrado en eluciones de metanol extraidas
por Headspace de larvas L3 de C. barrerai y el 1-undecanol, aporta un fuerte sustento teorico
a la existencia de rutas metabdlicas compartidas entre las larvas y los adultos a través de
microorganismos simbiontes. El 1-undecanol también se encontr6 en la cdmara genital de las
hembras de escarabajos melolontidos (Sanchez-Cruz et al., 2020), quien atribuye la presencia
de estos compuestos volatiles a la actividad de enterobacterias especificas.

La correspondencia entre los volatiles identificados en las larvas L3 y sus excretas con
los perfiles de los adultos sugiere que desde el estado larval existe una colonizacién activa de
bacterias simbiontes como Morganella morganii, Klebsiella oxytoca, Citrobacter freundii, tal
como ocurre en las hembras de Cyclocephala lunulata y C. barrerai reportadas en el estudio
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de Sanchez-Cruz et al. (2020). Estos microorganismos no solo participan en los procesos
digestivos y de degradacion del sustrato alimenticio, sino que actuan como fuentes secundarias
de compuestos metabolicos que son liberados al exterior (Sanchez-Cruz, et al., 2020)

El origen bacteriano del fenol encuentra un respaldo bioquimico directo en los sistemas
de comunicacion quimica de otros escarabajos melolontidos. Se ha demostrado que
Morganella morganii es capaz de biosintetizar fenol (el cual actia como feromona sexual en
el escarabajo Costelytra zealandica) a partir del metabolismo de la tirosina en las glandulas
internas del insecto (Marshall, 2016). La presencia de esta misma via metabolica en las larvas
L3 de C. barrerai sugiere que M. morganii podria estar utilizando la tirosina disponible en el
tracto digestivo o en la camara genital en desarrollo como precursor para la sintesis de fenol.
De este modo, la liberacion de este compuesto volatil al exterior no dependeria de una
magquinaria glandular propia de la larva, sino de la actividad enzimatica secundaria de su
microbiota simbionte, explicando la fuerte atraccion etoldgica que se desencadena de manera
selectiva en los machos adultos.

El posible papel de bacterias como Klebsiella oxytoca como agente responsable de los
alcoholes identificados en las larvas L3 encuentra un respaldo bioquimico en sus capacidades
enzimaticas nativas. Se ha documentado que esta enterobacteria posee deshidrogenasas
especificas capaces de mediar la reduccion y preparacion de compuestos hidroxilados y
alcoholes de cadena corta (Xu et al., 2017) La presencia de esta via metabolica en K. oxytoca
sugiere que la bacteria posee la maquinaria enzimatica necesaria para procesar los nutrientes
en el tracto digestivo o la camara genital de la larva, actuando como la fuente de biosintesis del
I-hexanol y el 1-undecanol detectados en los cromatogramas. De este modo, la liberacion de
estos alcoholes volatiles al exterior no requiere de una ruta de sintesis epidérmica ni de la
presencia de poros cuticulares en la larva de C. barrerai, sino que se consolida como un
producto directo del metabolismo oxidorreductor de su microbiota simbionte, el cual se libera
por el ano.

El potencial de bacterias como Citrobacter freundii como emisor de sefales
quimioatractivas se alinea con lo observado en otros modelos de interacciones insecto-
microbioma dentro del contexto de la ecologia quimica. Robacker y Bartelt (1997)
demostraron, mediante el uso de microextraccion en fase solida (SPME), que cultivos de C.
freundii liberan de forma natural mezclas de compuestos volatiles que ejercen una fuerte
atraccion sobre adultos de la mosca de la fruta mexicana. La existencia de este fenomeno
respalda la hipodtesis de que, en las larvas L3 de C. barrerai, la presencia de bacterias como C.
freundii en la microbiota intestinal o en la cdmara genital contribuye activamente al perfil de
volatiles del insecto. De esta manera, los compuestos sintetizados por esta enterobacteria
cooperarian con los productos metabdlicos de K. oxytoca y M. morganii, conformando un
quimiotipo bacteriano complejo que es percibido a distancia por los machos adultos y que
desencadena de forma selectiva su respuesta comportamental de cortejo.

La presencia y correspondencia de estos quimiotipos volatiles aporta un s6lido sustento
teorico a la hipotesis de una relacion simbidtica temprana mediada por enterobacterias
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especificas comunes en los escarabajos melolontidos, tales como Morganella morganii,
Klebsiella oxytoca y Citrobacter freundii. Este microbioma actiia como una fuente secundaria
de precursores quimicos y enzimas oxidorreductoras capaces de metabolizar nutrientes y
aminodcidos como la tirosina, lo que genera una firma quimica diferencial que discrimina
cualitativa o cuantitativamente a los individuos desde su etapa larval, permitiendo que los
machos reconozcan selectivamente el sexo biologico del ejemplar inmaduro antes del
desarrollo anatémico de gonadas funcionales.

Derivado de esta investigacion, surgen nuevas teorias, como que las larvas pueden estar
genéticamente predispuestas a ser hembras o machos, aunque en estado larval ain no
desarrollen gonadas. La selectividad en la atraccion demostrada por los machos hacia la larva
L3 apoya la hipotesis de una sefalizacion diferencial mediada por este microbioma alojado en
la camara genital en desarrollo, abriendo nuevas ramas para comprender la ontogenia de la
ecologia quimica en la familia Melolonthidae.

9. Conclusiones

Se demostr6 la respuesta comportamental de atraccion sexual selectiva y unidireccional
por parte de los machos adultos de Cyclocephala barrerai hacia las larvas L3, pero no a sus
excretas.

Se propone que los compuestos volatiles presentes en el perfil cromatografico no
poseen un origen biosintético mediado por glandulas epiteliales, sino que provienen de la
actividad metabolica secundaria de la microbiota intestinal alojada en el proctodeo (Sanchez-
Cruz, et al., 2020), por lo que se estima que su liberacion al exterior es a través del ano. Los
analisis cromatograficos confirmaron que las larvas L3 de C. barrerai emiten un perfil de
volatiles unico con compuestos como nonanal, fenol, 1-hexanol y 1-undecanol.

El estudio de microscopia demostr6 que la cuticula de las larvas L3 de C. barrerai no
presenta estructuras especializadas para la liberacion de volatiles. La ausencia de dichas
estructuras para liberar compuestos volatiles apoya la teoria de que el ano es la estructura que
libera estos compuestos a la atmosfera.

Finalmente, los resultados derivados de esta investigacion rompen con los paradigmas
tradicionales de la comunicacion insecto-insecto al demostrar que la sefializacion quimica
puede originarse de forma trans-estadio y estar influenciada por agentes exdgenos microbianos.
Este trabajo abre nuevas vertientes de estudio dentro de la ecologia quimica y agricola de la
familia Melolonthidae, enfocadas en comprender la ontogenia de las sefiales quimicas, los
mecanismos de predisposicion genética de la microbiota y la colonizacion bacteriana como un
factor determinante en el comportamiento reproductivo y la evolucion de la especie.
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