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RESUMEN. EIl objetivo del presente trabajo fue identificar los compuestos liberados por el tlacuache, Didelphis
marsupialis como atrayente de Triatoma dimidiata. Por medio de bioensayos realizados en un olfatometro de vidrio
tipo “Y”, se determiné que los volatiles presentes en hembras de tlacuache atrajeron de forma significativa a ninfas de
5to estadio de T. dimidiata; por el contrario, los volatiles de machos no atrajeron a las ninfas. Se Identificaron los
compuestos volatiles mediante cromatografia de gases y espectrometria de masas (CG-EM), encontrando la presencia
de hidrocarburos, acidos carboxilico, alcoholes, ésteres y aldehidos. En volatiles de hembras se encontro la presencia
de nonanal, cariofileno, curcumeno y de acido oleico entre otros compuestos que no estan presentes en volatiles de
machos. Ademas, se evaluaron de manera individual (p-cresol, nonanal y acido oleico), y se determiné que las ninfas
fueron atraidas solo por el nonanal. Por lo que con este resultados se puede afirmar que este compuesto puede ser un
buen candidato a ser evaluado en campo como atrayente de T. dimidiata.
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Volatiles of tlacuache Didelphis marsupialis as attractant of Triatoma dimidiata (Hemiptera:
Reduviidae)

ABSTRACT. The objective of this work was to identify the compounds released by the opossum, Didelphis
marsupialis as attractant of Triatoma dimidiata. T. dimidiata nyphs of 5™ were significantly attracted by volatiles
released by opossum females in bioassays performance in a “Y" glass-tube olfactometer, on the contrary, volatile
released by males opossum did not attract the nymphs. They were identified the volatile compounds by gas
chromatography and mass spectrometry (GC-MS), finding the presence of hydrocarbons, carboxylic acids, alcohols,
esters and aldehydes. In volatile females the presence of nonanal, caryophyllene, curcumene and oleic acid was found
among other compounds that are not present in volatile males. In addition, we tested individually (p-cresol, nonanal
and oleic acid), and we found that the nymphs were attracted only by nonanal. Results from this work, suggest that
nonanal is a good candidate to be evaluated in the field as an attractant of T. dimidiata.
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INTRODUCCION

Triatoma dimidiata es uno de los vectores mas importantes que transmite la enfermedad de
Chagas en México, Centroamérica y en algunos paises de Sudamérica como Ecuador y Venezuela
(OPS, 2002), esta enfermedad puede afectar diversos érganos y llegar a ser mortal. Se distribuye
ampliamente en el centro y sur de México (Schofield, 1999). T. dimidiata suele estar presente tanto
en el ambiente silvestre como en las casas-habitacion en donde pueden entrar en contacto con el
humano, ya que estas chinches son de habitos nocturnos y se alimentan principalmente de la sangre
de algunos mamiferos, incluido el hombre (Hoare, 1972). En el ambiente silvestre, las chinches
viven en las cuevas, troncos o entre las rocas permitiéndoles entrar en contacto con sus reservorios,
entre ellos se encuentran: el armadillo (Dasypus novemcinctus, L.), tlacuache (Didelphis
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marsupialis, L.), tejon (Taxidea taxus, S.), perro (Canis lupus familiaris, L.), rata (Rattus rattus,
L.), zorrillo (Mephitidae, B.), conejo (Oryctolagus cuniculus, L.), murciélago (Eptesicus furinalis,
G.) y algunas aves (Yeo et al., 2005). Por lo que existe la posibilidad que los volatiles de algunos
reservorios puedan atraer a T. dimidiata. Por lo tanto, el presente trabajo tuvo como objetivo
identificar los compuestos volatiles liberados por el tlacuache (D. marsupialis) y evaluados como
atrayente de T. dimidiata.

MATERIALES Y METODO

Se capturaron seis ejemplares adultos de tlacuache (tres machos y tres hembras) en condiciones
saludables perteneciente a la especie D. marsupialis. Las capturas se llevaron a cabo durante la
noche debido al habito nocturno de la especie mediante el uso de las trampas Sherman, en los
alrededores de la ciudad de Tapachula, Chiapas. Una vez colectados se mantuvieron en una jaula
metalica de 50x50 cm y se le proporciono alimento (atin, sardina o frutas) y agua, durante todo el
periodo de investigacion. Una vez concluido el tiempo de estudio (una a dos semanas), se liberaron
dentro del habitad donde se capturaron previamente.

Las colectas de volatiles se realizaron a una temperatura de 25 £ 1 °C por aeracion dinamica
abierta (“headspace”). El sistema de extraccion consistio en la captura de los volatiles por medio
de un adsorbente y la desadsorcion de los compuestos por un disolvente (diclorometano). Primero
se prepard la muestra (tlacuache) aislandolo en un recipiente de vidrio de 30 x 60 cm con sus juntas
esmeriladas, con tres orificios en la tapa, posteriormente se le hizo pasar un flujo de aire
previamente filtrado con carbdn activado de 3 L/min y dos salidas de extraccion de 0.5 L/min, cada
una conectada a las trampas colectoras de vidrio rellenas del adsorbente (super Q). La colecta de
volatiles se realizé durante 14 horas. Una vez concluido el tiempo de colecta, se extrajeron los
volatiles con 400 pL de diclorometano y se concentrd a un volumen de 50 pL usando un flujo de
nitrogeno. Debido a que el tlacuache liber6 pocas cantidades de volétiles, la colecta se repiti6 cinco
veces por cada hospedero (tres hembras y tres machos) y los extractos se combinaron (de cada
cinco colectas), teniendo en total tres extractos de hembras y tres de machos. De manera simultanea
a cada colecta de volatiles, se corrio un control que consistid en repetir el proceso, haciendo pasar
el flujo de aire a través de la cAmara vacia.

Los triatominos fueron criados y proporcionados por el laboratorio de cria del Centro Regional
de Investigacion en Salud Publica, Instituto Nacional de Salud Publica (CRISP-INSP) ubicado en
la ciudad de Tapachula, Chiapas, México. Las condiciones del medio de las crias fueron de 27+
1°C, con 70+£5% de humedad relativa y un fotoperiodo de 12 horas luz y 12 horas de oscuridad.
Estos pertenecieron al tipo HG3 costa de 5to estadio. Los triatominos fueron alimentados 30 dias
antes de los bioensayos con sangre de conejo, con la finalidad de tenerlos activos para obtener una
mejor respuesta en la percepcion del extracto empleado en los bioensayos, posteriormente se
trasladaron al insectario del Colegio de la Frontera Sur (ECOSUR).

La respuesta de T. dimidiata a los volatiles obtenidos y compuestos sintéticos comercialmente
disponibles, fueron evaluadas en un olfatometro de vidrio tipo “Y” (la base del tubo “Y” y los dos
brazos miden 12 cm de largo por 2 cm de diametro interno). La muestra y el control se colocaron
en los brazos de la Y, haciendo pasar en ambos brazos una corriente de aire purificado (pasandolo
previamente a través de un filtro de carbdn activado). El flujo de aire empleado fue de 0.5 L/miny
fue regulado mediante un flujémetro. Los bioensayos, consistieron en colocar en una de las camaras
de los extremos del olfatobmetro 1 pL del extracto o del compuesto sintético, mientras que en el
otro extremo se coloco 1 pL de diclorometano como control, ambos estimulos se depositaron en
un papel filtro Whatman No. 3, de 2 cm?. Las pruebas se realizaron con ninfas de 5to estadio. Las
ninfas se colocaron en la base del tubo Y, se registr6 como respuesta positiva si el insecto cruzaba
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la “linea de eleccion” (7 cm pasada la interseccion de los brazos del olfatometro) y permanecia en
ese sitio por 20 segundos. Si después de 5 minutos el insecto no selecciond ningun estimulo, el
bioensayo fue detenido y se tomo6 como que el insecto no responde al estimulo. Las condiciones de
los bioensayos fueron; en un cuarto oscuro iluminado por una luz roja (20 lux) a una distancia de
120 cm. Con la finalidad de no perturbar la actividad del insecto, a una temperatura de 25+1 °C en
un horario de 18:00 a 22:00 horas debido al h&bito nocturno de la especie. Durante todas las pruebas
la muestra y el control fueron intercalados en cada repeticion con el propdsito de evitar sesgos en
la respuesta. Después de cada bioensayo, el olfatometro se lavd con agua, jabdn y acetona y se secd
en la estufa a 90°C durante una hora.

El anélisis y la identificacién de los volatiles se realizaron en un cromatdgrafo de gases Varian
Star CP-3800 acoplado a un detector selectivo de masas Varian modelo Saturn 2200. Utilizando
una columna de metil silicona (DB5-MS) de 30 m de longitud por 0.25 mm de didmetro Interior.
Las muestras fueron inyectadas en modo splitless. Se empled un programa de temperatura inicial
de 50°C (2 min) hasta una temperatura final de 280 °C (2 min) con un incremento de temperatura
de 15 °C por min. Se utilizé Helio como gas acarreador. El andlisis de los volatiles se realizo
empleando el software Saturn GC/MS Workstation. La identificacion preliminar de los compuestos
se efectué mediante la comparacion del tiempo de retencion y el espectro de masas de cada pico,
comparado con la biblioteca espectral NIST 2002. Posteriormente, se confirmaron con los
estandares sintéticos en existencia en almacén de reactivos del laboratorio. Aquellos compuestos
presentes en el control fueron descartados de los cromatogramas de la muestra, por que asumimos
que eran contaminantes.

Los resultados obtenidos en los bioensayos con los volatiles de macho y hembra de D.
marsupialis y los compuestos sintéticos, fueron analizados mediante una prueba ji cuadrada
excluyéndose del analisis los insectos que no respondieron en el olfatémetro, usando el software R
version 3.3.1.

RESULTADOS Y DISCUSION

Bioensayos. Los resultados observados en las pruebas comportamentales con ninfas de 5to
estadio de T. dimidiata (Figura 1) muestran que en los volatiles de machos (a) no se encontr6
atraccion significativa en comparacion al control (p > 0.05), sin embargo en la evaluacion de los
volatiles de las hembras (b) resultaron atractivos significativamente (p < 0.05). Asi también se
evaluaron ambos volatiles (hembra y macho) en comparacion (c) observando atraccion
significativa (p < 0.05) hacia los volatiles de las hembras contra los volatiles de los machos. Este
resultado sugiere que las ninfas fueron atraidas de forma selectiva y posiblemente estan
alimentandose de un sexo en especifico. Este comportamiento puede ser debido a la biologia de D.
marsupialis, debido a que las hembras suelen ser més sedentarias que los machos ya que estas
suelen proteger a sus crias de los depredadores en sus madrigueras que usualmente suelen ser en
huecos de troncos, dormideros abandonados de otros mamiferos, grietas de rocas y techos de casas,
lugares 6ptimos donde suelen encontrarse estos insectos (Yeo et al., 2005; Antonio et al., 2001).

Identificacion. En la identificacion por CG-EM de los volatiles de tlacuache (D. marsupialis)
(Cuadro 1), se encontrd una relacién de compuestos entre ambos sexos, sin embargo se observan
siete compuestos que solo estan presentes en los volatiles de las hembras, los cuales pueden ser
influyentes en la atraccién de T. dimidiata. Entre estos compuestos esta el nonanal que ya ha sido
reportado en volatiles de aves y humanos y es componente de una mezcla atrayente a Culex
quinquefasciatus (mosquito) (Syed y Leal en 2007).

Ademas, Guerenstein y Guerin (2001) reportaron al nonanal como compuesto antenalmente
activos en Triatoma infestans, estos autores sefialan al nonanal como uno de los compuestos que
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estimulan la actividad o guian a T. infestans para la busqueda de su alimentacion. Por ello se asocia
el comportamiento selectivo que presenta T. dimidiata a la especie D. marsupialis, el cual puede
ser debido a la presencia del compuesto nonanal encontrado en hembras y ausente en machos.

a) ontro Vol. Macho 1.51 1 0.21 8 50
b) ontro Vol. Hembra 470 1 0.03 8 50
¢) ol. Hembra Vol. Macho 749 1 0.006 6 50

1 T T 1 1 | I T T 1
3% 30 25 20 15 10 5 0 5 10 15 20 25 30 35
No. De ninfas de 5to estadio atraidas al estimulo

Figura 1 Respuesta de ninfas de 5to estadio de Triatoma dimidiata a volatiles de tlacuache (Didelphis marsupialis).

Cuadro 1. Proporcién de compuestos identificados por CG-EM en voléatiles de Didelphis marsupialis.

Proporcién (%)

Z
°

Nombre del compuesto IR

M H

1 p-Cresol* 1072 27.70 25.48
2 Nonanal* 1099 13.35
3 Hexanoato de butilo 1187 11.25 1.39
4 Ciclododecanol 1195 3.62
5 Tetradecano* 1400 3.74 1.07
6 1,9-Tetradecadieno 1411 2.42

7 Cariofileno 1422 1.54
8 Curcumeno 1473 4.09
9 Pentadecano* 1500 3.33 4.29
10 Hexadecano* 1600 497 3.53
11 8-Hexadecano 1649 7.02
12 Benzoato de fenilo 1682 10.72

13 Heptadecano* 1700 9.67 6.99
14 Octadecano* 1800 3.19 7.19
15 Ciclohexadecano 1885 12.64

16 Nonadecano* 1900 0.91
17 Eicosano* 2000 2.19 1.00
18 1-Heptadecanol 2007 4.81

19 Alcohol oleico* 2066 3.37

20 Acido oleico* 2263 18.5

(IR) indice de retencion, (M) Macho y (H) Hembra.*Compuestos corroborados mediante estdndares sintéticos.
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Bioensayos con sintéticos. Una vez identificados los compuestos volatiles y corroborados con
los estandares sintéticos existente en el almacén de reactivos del laboratorio, se realizaron los
bioensayos correspondientes con los compuestos (p-cresol, nonanal y &cido oleico) que se creyeron
que podrian influir en la atraccion de T dimidiata. Estos compuestos se evaluaron individualmente
en tres concentraciones (10, 100 y 1000 ng/pL) y se analizaron mediante una prueba ji cuadrada.
Observando que las ninfas de quinto estadio fueron atraidas de manera significativa (p < 0.05) al
nonanal (Figura 2). Este resultado concuerda con el encontrado por Guerenstein y Guerin en el
2001, donde reportan este compuesto como antenalmente activo en T. infestans.

Control P-Cresol 0.34 1 0.55 4 50

4.70 1 003 8 50

Control Nonanal

Control Acido oleio 057 1 044 7 50

[ T I I I I I | I I I I I I 1
35 30 25 20 15 10 5 0 5 10 15 20 25 30 35

No. De ninfas de 5to estadio atraidas al estimulo

Figura 2. Respuesta de ninfas de 5to estadio de Triatoma dimidiata a 10 nanogramos de compuestos sintéticos.

CONCLUSIONES

Se observé que las ninfas de 5to estadio de T. dimidiata fueron atraidas significativamente a los
volatiles de D. marsupialis hembra, sin embargo, los volatiles de machos no fueron atractivos para
las ninfas. Se lograron identificar 13 compuestos volatiles pertenecientes a D. marsupialis macho
y 15 compuestos en hembras de la misma especie por cromatografia y espectrometria de masas. Se
encontraron siete compuestos que solo estan presentes en volatiles de hembra y se encontr6 que el
nonanal fue atractivo en nifas de 5to estadio de T. dimidiata, por lo que es un buen candidato para
ser evaluado en pruebas de campo.
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