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SEMIOQUIMICOS INVOLUCRADOS EN LA BUSQUEDA DE HOSPEDERO DE
Conotrachelus perseae Barber (COLEOPTERA: CURCULIONIDAE) EN AGUACATE

Reyna Vargas Abasolo, M. C.
Colegio de Postgraduados, 2021

RESUMEN

El barrenador pequefio de la semilla del aguacate, Conotrachelus perseae, es una plaga
reglamentada en México y es una de las cinco plagas por las que el gobierno de Estados Unidos
de América ha impuesto restricciones cuarentenarias al aguacate mexicano desde 1912. Debido a
que parte de la produccidn de aguacate se destina al mercado exterior, es necesario desarrollar una
herramienta para la deteccion oportuna de este picudo. Ante esta situacion, los atrayentes pueden
ser ideales para emplearlos en un sistema de trampeo para esta plaga. En este contexto, se propuso
esta investigacion con el fin de generar las bases para el disefio de un sistema de trampeo para C.
perseae con atrayentes sintéticos. Por tal motivo, mediante cromatografia de gases (CG) acoplada
a espectrometria de masas (SM) se determind el perfil quimico de frutos de tres cultivares de
aguacate. Ademas, se evalué en bioensayos en laboratorio y semicampo la respuesta
electrofisioldgica (EAG) y comportamental de C. perseae a los compuestos volatiles sintéticos
identificados. La composicion quimica de volatiles de frutos de aguacate Mexicano fue diferente
a la de Fuerte y Hass, en cuanto a los diferentes compuestos encontrados. En total, se identificaron
31 compuestos, de los cuales, o y B-copaeno y cariofileno fueron de los mas abundantes en los
extractos de los tres cultivares. Por otra parte, el estragol, compuesto que caracteriza al aguacate
Mexicano, fue el dominante (62.61%) en los extractos de estos frutos; en tanto que, en aguacate
Fuerte éste compuesto se presentd en trazas y en Hass no se detectd. En los registros de
electroantenograma (EAG), linalool figur6 como el compuesto que desencadend las mayores
respuestas en machos y hembras de C. perseae. En los bioensayos en el olfatémetro, los machos
fueron atraidos hacia PB-pineno, estragol, linalool y ocimeno, mientras que, las hembras
respondieron de manera positiva a linalool y ocimeno. En los ensayos en jaulas, los machos fueron
atraidos a B-pineno y las hembras a linalool y estragol. De tal modo que, linaool, B-pineno y

estragol podrian considerarse para ser incluidos en un sistema de trampeo.

Palabras clave: semioguimico, atrayente, trampa, picudo, aguacate.



SEMIOCHEMICALS INVOLVED IN THE HOST SEARCHING OF Conotrachelus
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Colegio de Postgraduados, 2021

ABSTRACT

The small avocado seed borer, Conotrachelus perseae, is a regulated pest in Mexico and it is one
of the five pests for which the United States of America government has imposed quarantine
restrictions to Mexican avocados since 1912. Because of that part of the avocado production is
destined for the export market, it is necessary to develop a tool for the timely detection of this
avocado weevil. In this situation, attractants can be ideal for use in a trapping system for this pest.
In this context, this research was proposed in order to generate the basis for the design of a trapping
system for C. perseae with synthetic food attractants. For this reason, the chemical profile of the
fruits of three avocado cultivars were determined by means of gas chromatography (GC) coupled
to mass spectrometry (MS). Furthermore, the electrophysiological (EAG) and behavioral
responses of C. perseae to the identified synthetic volatile compounds were evaluated in laboratory
and semi-field bioassays. The volatile chemical profile of avocado fruits cv Mexicano was
different from those of cv Fuerte and cv Hass. In total, 31 compounds were identified, of which a
and B-copaene and caryophyllene were among the most abundant and were recorded in the extracts
of the three cultivars. On the other hand, estragole, a compound that characterizes the cv Mexicano,
was the dominant (62.61%) in the extracts of these fruits; whereas, in Fuerte avocado it was
presented in traces and in Hass it was not detected. In electroantennogram (EAG) recordings,
linalool elicited the highest antennal responses from C. perseae males and females. In olfactometer
bioassays, males were attracted to B-pinene, estragole, linalool, and ocimene, while females only
responded positively to linalool and ocimene. In cage trials, males were attracted to B-pinene and
females to linalool and estragole. Thus, linaool, B-pinene and estragole could be considered to be

included in a trapping system.

Keywords: semiochemical, attractant, trap, weevil, avocado.
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INTRODUCCION GENERAL

El género Persea pertenece a la familia Lauraceae y comprende alrededor de 81 especies
identificadas. Este género se divide en dos subgeneros: Eriodaphne y Persea. En el subgénero
Eriodaphne se ubica la mayoria de las especies reconocidas, y se caracterizan por producir frutos
pequefios o diminutos que carecen de mesocarpio (pulpa) comestible, y en su mayoria son
resistentes a la enfermedad de pudricion de la raiz o tristeza del aguacatero causada por
Phytophthora cinnamomi. Sin embargo, estas especies son incompatibles con las variedades
comerciales, pues no se ha tenido éxito en los intentos por injertar o hibridar P. americana con
estas especies (Kopp, 1966; Berg y Ellstrand, 1986; Storey et al., 1986). Por otra parte, en el
subgénero Persea se reconocen tres especies principales: P. parvifolia Williams, P.
schiedeana Nees, esta ultima conocida como “pagua” o “chinini” y el aguacate comercial Persea

americana Mill (Kopp, 1966).

La mayoria de las especies del género Persea son nativas del continente americano (Kopp,
1966); su distribucion va desde el norte de México a través del sureste de Estados Unidos, al oriente
a través de las Indias Occidentales y al sur a través de Centroamérica, Colombia, Venezuela,

Guyana, Brasil, Ecuador, Per0, Bolivia y Chile (Storey et al., 1986).

La evidencia taxondmica sugiere que el aguacate cultivado se origind en el centro sur de
México; es decir, nuestro pais es el centro genético primario de P. americana (Storey et al., 1986).
P. americana se distribuye desde las zonas montafiosas de México, hasta las tierras bajas de
Centroamérica (Guatemala y Costa Rica) (Popenoe y Williams, 1947; Ben Ya'acov et al., 2003;
Knight, 2002). Esta especie es polimdrfica y comprende varios taxones considerados variedades o
subespecies botanicas a los que se les denominé razas “horticolas” (Scora et al., 1992). Ademas,
considerando su centro de origen, actualmente se reconocen tres razas: mexicana (P. americana
var. drymifolia), guatemalteca (P. americana var. guatemalensis Williams) y antillana (P.

americana var. americana Mill.) (Popenoe, 1934; Storey et al., 1986; Chen et al., 2009).

El aguacate mexicano (P. americana var. drymifolia) se caracteriza por tener un epicarpio
delgado que lo hace fragil para el traslado o manipulacién de frutos, la semilla es grande, el
contenido de aceite es del 33 %, mas alto que las otras razas, y en general, los frutos son mas

pequefios al tamafio comercialmente deseable; sin embargo, se ha utilizado ampliamente para



hibridacion y portainjertos de nuevos cultivares. De tal modo, que se ha sefialado que P. americana
var. drymifolia es la raza primordial del aguacate comercial, pues los genes de la raza mexicana
son componentes fundamentales de los cultivares hibridos mexicano-guatemaltecos, tales como
Fuerte y Hass. Las caracteristicas que se tomaron de la raza mexicana fue su resistencia al frio y
la temporada de cosecha avanzada (Bergh y Ellstrand, 1986); ademas, se ha mencionado que los
portainjertos mexicanos tienen mayor produccion y se desarrollan mejor en climas frios, en
comparacion con los guatemaltecos y antillanos. Por otro lado, Ayala y Ledesma (2014)

mencionan que los portainjertos mexicanos son menos tolerantes a suelos salinos.

Los frutos de la raza guatemalteca se distinguen por tener el epicarpio mas grueso y la semilla
es mas pequefia, en comparacion con las otras dos razas. Los aguacates guatemaltecos tienen un
tiempo de madurez mas largo, por lo que la temporada de cosecha es mas tardia; ademas, la raza

guatemalteca es menos tolerante al frio que la raza mexicana (Bergh y Ellstrand, 1986).

La raza antillana se adapta a las regiones tropicales y no resiste las bajas temperaturas (Galindo-
Tovar, 2008). Los frutos son grandes, de sabor generalmente dulce, el contenido de aceite es bajo
(10 %), el lapso de flor a fruto es corto, el periodo entre floracion y recoleccion varia de 5 a 8
meses; ademas, se caracterizan por ser resistentes a suelos salinos (Barrientos-Priego y Ldpez-
Ldpez, 1998).

En general, las tres razas poseen caracteristicas particulares que las diferencian como son: el
tamano y forma del fruto, textura y color del epicarpio, tamafio de la semilla, entre otras (Lahav y
Lavi, 2002). Se ha sefialado que los aguacates guatemaltecos tienen mejor calidad horticola, pero
la hibridacion con las otras variedades le proporcionan ventajas importantes. Por ejemplo, ya se
dijo que tienen la temporada de cosecha mas larga, mientras que los aguacates mexicanos y
antillanos maduran mas rapido; por otra parte, los genes de la raza antillana les confieren buena
adaptacion a climas tropicales, mientras que, la raza mexicana proporciona mayor tolerancia a
heladas. De tal modo que con la hibridacion de aguacates guatemaltecos con mexicanos y

antillanos se adoptan estas caracteristicas (Bergh, 1992).

Actualmente en las plantaciones modernas de aguacate se emplean nuevos cultivares obtenidos
por hibridacion de diversos materiales colectados en México y Centroamérica (Knight, 2002;
Lahav y Lavi, 2002; Galindo-Tovar et al., 2008). Estos cultivares han sido producto de estudios

sobre meétodos de propagacion y mejora varietal de este cultivo realizados principalmente en



California (E.U.), Israel y Sudéafrica (Mijares y Ldépez, 1998). Los cultivares de aguacate se
seleccionan considerando caracteristicas particulares deseables para el arbol y fruto. EI método de
propagacion generalmente usado es el injerto para producir arboles genéticamente idénticos,
debido a que tienen caracteristicas similares en tamafio y forma (Wolfe et al., 1949; Campbell y
Malo, 1976; Knight, 2002). Respecto a nuestro pais, en la década de 1980, se creo el Centro de
Investigaciones Cientificas y Tecnoldgicas del Aguacate en el Estado de México (CICTAMEX),
con el objeto de realizar actividades de mejoramiento genético de esta especie; dicha institucion
mas tarde cambiaria de nombre a Fundacion Salvador Sanchez Colin, CICTAMEX, S.C. (Mijares
y Lopez, 1998).

Para 1958, en México, el estado de Michoacan contaba con 923 ha plantadas con aguacate cv.
Mexicano, pero mas tarde surgidé la necesidad de tener cultivares de mejor calidad, mayor
rendimiento y con caracteristicas deseables comercialmente hablando; por lo que el cv. Mexicano
se fue reemplazando, de tal modo que, los primeros cultivares introducidos fueron Fuerte, Bacon

y Zutano (Mijares y Lépez, 1998).

El cv. Fuerte es un hibrido mexicano-guatemalteco, con predominancia de la raza mexicana,
de ahi que se caracteriza por resistir temperaturas frias. El fruto es ovalado, con el exocarpio
(piel o cascara) delgado y se mantiene verde cuando el fruto se madura; la semilla es
medianamente grande y la pulpa es color amarillo-claro. Este cultivar se propagd por primera
vez en California, EUA, en 1911, a partir de yemas importadas de Atlixco Puebla y més tarde se
volvié popular cuando en 1913 resistio a las bajas temperaturas de California, EUA ((Blumenfeld
y Gazit, 1974).

El cv. Hass fue seleccionado en 1935 por Ruddolph Hass en California, EUA y es resultado de
la hibridacion de aguacate guatemalteco y mexicano. Este cultivar es el mas importante en
términos de area cultivada, distribucion geografica y consumo (Bost et al., 2013), pues representa
aproximadamente del 85-90 % de todos los aguacates cultivados a nivel mundial (Knight,
2002; Bender, 2012). Dentro de las caracteristicas del cv. Hass que resaltan en su popularidad
se encuentran la forma (es mas ovalado que otras variedades), el exocarpio es rugoso y se torna
a purpura intenso al madurar; la piel de este cultivar es méas delgada y mas coriacea que las de
los guatemaltecos puros y la semilla es pequefia (Obeland et al., 2012; Salazar-Garcia et al.,
2016).



En México, los primeros viveros comerciales con Hass se establecieron en 1963 con varetas
certificadas importadas de Santa Paula, California, EUA y para 1964, se establecieron los
primeros huertos comerciales en Michoacén. La superficie cultivada con Hass rapidamente se
expandio y con el tiempo reemplazé a los cultivares Fuerte y Mexicano (Zamora-Hernandez,
1997). De acuerdo con datos del SIAP (2020), actualmente se tiene una superficie plantada de

233,169 ha con aguacate Hass, 1,231 ha con Fuerte, y 6,722 ha con cultivar Mexicano.

El cultivo de aguacate se ha expandido en todo el mundo, siendo México lider en superficie
cultivada, produccion y consumo (Galindo y Tovar, 2007). Los principales estados productores
son Michoacéan, Jalisco, Estado de México, Nayarit y Morelos, concentrdndose la mayor
produccion en el estado de Michoacan con 169,939.45 ha cultivadas. La superficie cultivada de
aguacate para el afio 2020 fue de 241,136.11 ha, con un valor de la produccion de $49,367,607,000
(SIAP, 2020).

Meéxico es el principal exportador de aguacate Hass a nivel mundial. En los ultimos afios, la
demanda del fruto ha ido en aumento, de modo que, las exportaciones han tenido una tasa de
crecimiento acelerado del 12 %. Desde la apertura de mercado estadounidense en 1997, este pais
se convirtid en el principal mercado de exportacion para México (77 %), seguido por Canada (7
%) y Japon (6 %) (Torres, 2009). En este contexto, se ha documentado que, en 2017, México

particip6 con 44 % del volumen de las exportaciones a nivel mundial (SADER, 2019).

Una restriccion a las exportaciones de aguacate mexicano es su estatus fitosanitario; donde se
tiene especial interés en los barrenadores de la semilla, los cuales son considerados plagas de
importancia cuarentenaria. Debido a que su presencia representa una limitante para la produccion
y comercializacion nacional e internacional del fruto por las restricciones fitosanitarias que

imponen los paises importadores de aguacate (Teliz y Marroquin, 2007).

En este contexto, las principales plagas que causan restricciones en materia de fitosanidad para
la importacion de aguacate mexicano, principalmente por los EUA, son los barrenadores de la
semilla Conotrachelus perseae (Barber), C. aguacatae (Barber) y Heilipus lauri Boheman
(Coleoptera: Curculionidae), el barrenador de ramas, Copturus aguacatae Kissinger, 1957
(Coleoptera: Curculionidae) y la palomilla de la semilla, Stenoma catenifer Walsingham
(Lepidoptera: Depressariidae)) (Equihua et al., 2007).



El barrenador pequefio de la semilla, C. perseae, es una plaga reglamentada en México, ya que
su presencia en huertos comerciales de aguacate representa un riesgo para la exportacion de este
cultivo, debido a que el principal dafio que causa este picudo es en los frutos. En estado de larva
penetra la pulpa y barrena completamente la semilla, lo que provoca la caida prematura del fruto.
Actualmente, su estatus fitosanitario en México es: presente en algunas areas y bajo control oficial
(SENASICA-DGSV, 2016).

Considerando que la presencia de estos insectos en nuestro pais son una limitante para la
produccién y comercializacion nacional e internacional de aguacate por las restricciones
fitosanitarias que imponen los paises importadores, se cred la Norma Oficial Mexicana NOM-066-
FITO-1995, con su actualizacion NOM-066-FITO-2002, denominada “Especificaciones para el
manejo fitosanitario y movilizacion del aguacate” (SAGARPA, 2005), en la cual, se declaran
zonas libres de barrenadores de la semilla y zonas bajo control fitosanitario; en estas Gltimas se
requiere aplicar medidas fitosanitarias como el uso de una lista reducida de insecticidas sintéticos
autorizados y la implementacion principalmente de medidas culturales, como la eliminacion de

fruta infestada.

En ocasiones, para eliminar o controlar a una plaga se requiere de la aplicacién de un insecticida
que no siempre es posible o aceptable; no obstante, se ha sefialado que una alternativa para el
manejo eficiente de insectos plaga es con el uso de semioquimicos. Los semioquimicos son
substancias que median la comunicacién quimica de los organismos (Nordlund y Lewis, 1976).
Estos compuestos se caracterizan por tener potencial en el manejo integrado de plagas, debido a
que se trata de moléculas sintéticas de origen natural, que generalmente se usan en cantidades
pequefias y cominmente son especificas de cada especie, por lo que se considera que no son
toxicas para vertebrados e insectos benéficos (Smart et al., 2014). Uno de los semioguimicos mas
usados son las feromonas (Witzgal et al., 2010). En programas de manejo integrado de plagas se
ha recurrido al uso de feromonas en trampas para la deteccion, monitoreo, asi como para estudios
de distribucion estacional y espacial de plagas. Los datos de distribucion pueden ser empleados
para delimitar las areas de menor densidad y la expansion de la poblacién plaga. Ademas, el uso
de estos compuestos quimicos puede proporcionar una herramienta para el monitoreo de

poblaciones en areas donde el insecto plaga es endémico (Hoddle et al., 2009).



La comunicacion quimica es fundamental en los insectos y el sentido del olfato es esencial para
localizar alimento, evitar depredadores, encontrar sitios de apareamiento y oviposicion, o bien para
la deteccion de parejas potenciales (Suwannapong y Benbow, 2011; Rojas y Malo, 2012). De tal
modo que, para la seleccion del hospedero, los insectos fit6fagos poseen receptores sensoriales
que los orientan a una serie de estimulos asociados con las plantas hospederas, como son

caracteristicas visuales, gustativas, mecanicas y olfativas (Visser, 1986).

Las plantas liberan una gran cantidad de compuestos voléatiles que son transportados por el
viento, los cuales son percibidos por los receptores olfativos de los insectos fitofagos, que luego
compilan un olor que actuard como un mensaje quimico. La mayoria de los receptores olfativos se
encuentran en las antenas. La funcion principal de los sistemas sensoriales de los insectos consiste
en la capacidad que tienen para la discriminacion de una gama limitada de estimulos del entorno;
de modo que, no todos los volatiles de las plantas son detectados por un insecto en particular, sino
solo aquellos componentes que transmiten informacidn esencial sobre las plantas a las que la
especie de insecto se adaptd en la evolucion (Visser, 1983).

Los compuestos volatiles del hospedero actiian como atrayentes en sinergia con las feromonas
de agregacion en diferentes especies de insectos fitofagos (Landolt y Phillips, 1997; Collatz y
Dorn, 2013; Wibe et al., 2014; Ruiz-Montiel et al., 2017); como en el picudo del platano
Cosmopolites sordidus Germar (Tinzaara et al., 2007), el picudo del agave Scyphophorus
acupunctatus Gyllenhal (Ruiz-Montiel et al., 2017), el picudo de la guayaba Conotrachelus
psidii Marshall, 1922 (Silva-Filho et al., 2012), o como en el caso del picudo de la ciruela
Conotrachelus nenuphar Herbst, donde el benzaldehido ha tenido buenos resultados solo o en
combinacion con la feromona de agregacion (Prokopy y Leskey, 1997; Leskey et al., 2001; Pinero
y Prokopy, 2003; Leskey et al., 2005; Leskey et al., 2008; Hock et al., 2017).

Actualmente, se han establecido diversos programas para deteccion y monitoreo de insectos
plaga con semioquimicos. En Lepidoptera, los principales semioquimicos utilizados en los
programas de control de plagas son las feromonas sexuales (Hoddle et al.,2009). Por otra parte, en
los picudos, las feromonas de agregacion junto con tejido fresco de la planta hospedera o
compuestos sintéticos volatiles de éstas, se han utilizado para sistemas de trampeo de estos insectos
(Van Tol et al., 2012; Collatz y Dorn, 2013; Azuara et al., 2014; Wibe et al., 2014; Ruiz-Montiel

et al., 2017). Soroker et. al. (2005) detectaron que, en Israel, las infestaciones de Rhnchophorus



ferrugineus (Oliver) fueron controladas por un programa de captura masiva, que consistia de 5,000
trampas con cebo (feromona y atrayente alimenticio) con 10 trampas por hectarea, que cubrian
450 ha de palmeras. Después de 2002, no se informaron nuevas infestaciones por esta plaga. Asi
mismo, en Costa Rica se establecio este método para el control de Rhynchophorus palmarum (L.),
una plaga de importancia en diferentes especies de palmeras en América, ya que es vector del
nematodo Bursaphelenchus cocophilus (Cobb), que transmite la enfermedad del anillo rojo; con
este método, se redujo la incidencia de la enfermedad (Oehlschlager et al., 2002). Asimismo, para
el manejo de C. nenuphar se ha implementado la estrategia de arbol trampa, con el uso de

benzaldehido como atrayente, a una tasa de liberacion de 228 mg/dia/arbol (Leskey et al., 2014).

Considerando que el manejo de curculidnidos con semioquimicos ha tenido resultados
positivos, el empleo de esta estrategia como parte de un programa de manejo integrado de C.
perseae podria ser exitoso. El hecho de ser una plaga estacionaria con periodos de vuelo cortos,
con una o dos generaciones al afio (Coria, 1999), ademas de que es un insecto especifico del cultivo
de aguacate de alto valor comercial, son factores positivos para considerar esta estrategia de
control. Debido a la rentabilidad del aguacate y que su principal mercado es el de exportacion, lo
ideal seria el establecimiento de métodos de control de plagas donde el uso de insecticidas fuera

escaso o0 nulo, para evitar problemas de restricciones comerciales por residuos de plaguicidas.

En este sentido, el uso de trampas con atrayentes podria ser de gran ayuda para la deteccién
oportuna de C. perseae en el reconocimiento de zonas libres de esta plaga; sin embargo, es poco
el trabajo que se ha realizado sobre la comunicacién quimica de este picudo, por lo que es necesario
realizar méas estudios sobre las respuestas conductuales a estimulos olfativos para conocer los

semioquimicos implicados en las interacciones insecto—planta.

Con base en lo anterior, considerando que la presencia de C. perseae en nuestro pais es una
limitante para la produccion y comercializacion nacional e internacional de aguacate, se propuso
esta investigacion, con el objetivo de conocer la respuesta de C. perseae a compuestos quimicos
involucrados en la ecologia quimica de esta especie y su hospedero, como pauta inicial para la
implementacion de semioquimicos en el manejo racional del barrenador pequefio de la semilla del

aguacate.
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CAPITULO I. COMPUESTOS VOLATILES DE FRUTOS INMADUROS DE
DIFERENTES CULTIVARES DE AGUACATE (Persea americana MILL.)

1.1. RESUMEN

El aguacate es una de las frutas mas demandadas a nivel mundial. En algunos estudios se describe
la composicion de los volatiles de hojas, flores y frutos de aguacate. Sin embargo, alin no se tiene
informacidn sobre los volatiles emitidos por los frutos inmaduros de aguacate. Esta informacion
puede ser relevante para estudios sobre la ecologia quimica de insectos fitéfagos que atacan a
frutos del aguacate, incluidas las principales plagas de este cultivo. En frutos de aguacate en
desarrollo de los cultivares Mexicano, Fuerte y Hass se identifico un total de 31 compuestos
mediante cromatografia de gases (CG) acoplado a espectrometria de masas (SM). De estos
compuestos, el a-copaeno, B-copaeno y cariofileno fueron los méas abundantes y se registraron en
los extractos de los tres cultivares de aguacate. El estragol, que tiene un aroma caracteristico a anis,
fue el compuesto mas abundante en el cultivar Mexicano (62.61 %), mientras que en Fuerte se
encontrd en trazas y en Hass no se detectd. En cuanto a la diversidad de compuestos, el perfil

volatil del cultivar Mexicano fue diferente al de Fuerte y Hass.

Palabras clave: Persea americana, cultivar, cromatografia de gases, compuesto quimico.

1.2. INTRODUCCION

El aguacate (Persea americana Mill.) se cultiva desde climas tropicales y subtropicales hasta
el templado, y es uno de los frutales de mayor importancia en el mundo (Bost et al., 2013). Es una
especie polimorfica y entre sus diferencias se encuentran el tamafio del fruto y de la semilla, sabor
y contenido de aceite, grosor de la epicuticula, color y textura, tiempo de floracion y madurez,
ademas de la tolerancia a diferentes temperaturas (Bergh, 1992; Galindo-Tovar et al., 2008).

De acuerdo a sus caracteristicas morfoldgicas, ecoldgicas y moleculares, las variedades se
clasifican en grupos y segln su centro de origen se asignaron las siguientes razas: mexicana (P.
americana var. drymifolia), guatemalteca (P. americana var. guatemalensis) y antillana (P.
americana var. americana) (Berg y Ellstrand, 1986; Storey et al., 1986; Boza et al., 2018; Juma et
al., 2021). La raza mexicana es conocida por su resistencia a las bajas temperaturas y su alto

contenido de aceite. Los frutos tienen un epicarpio delgado, liso y suave; y generalmente se
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comercializan y consumen localmente. Esta variedad, junto con la raza guatemalteca, son los
precursores de los cultivares Fuerte y Hass (Berg y Elistrand, 1986; Berg, 1992). Las variedades
y porta injertos que se utilizan actualmente en el cultivo de aguacate son resultado de los programas
de mejoramiento genético, en donde se seleccionan caracteristicas particulares deseables de los
frutos (Mijares y Lopez, 1998; Ayala y Ledesma, 2014). Actualmente el cv. Hass representa mas
del 85 % de la produccion comercial mundial (Knight, 2002; Bender, 2012). Se distingue por su
pulpa cremosa, excelente sabor y su alto contenido de aceite (23.7 %); el epicardio es rugoso y se
torna a un color oscuro cuando madura (Obeland et al., 2012; Salazar-Garcia et al., 2016; Heano-
Rojas et al., 2019). Por otra parte, el cv. Fuerte también tiene una alta demanda, aunque en menor
proporcién que Hass. Los frutos son piriformes, el epicarpio es liso y verde cuando madura; tiene
alto contenido de aceite (18 %) y también presenta sabor agradable (Blumenfeld y Gazit, 1974).
En México, la superficie plantada estd cubierta en su mayoria por el cv. Hass, en tanto que Fuerte
domina en Israel y Sudafrica (Barrientos-Priego et al., 2007). Los estudios sobre comparaciones
morfoldgicas y genéticas del aguacate han separado y resaltado la similitudes y diferencias entre
diferentes cultivares e hibridos de este cultivo (Alcaraz et al., 2007; Abraham, 2018; Boza et al.,
2018). En este sentido, los compuestos volatiles de las plantas tienen un papel fundamental, ya que
pueden facilitar la diferenciacion entre cultivares. Se han realizado estudios sobre los volatiles
presentes en hojas, flores y frutos de diferentes cultivares de aguacate (King y Knight, 1987, 1992;
Sagrero-Nieves y Bartley, 1995; Pino et al., 2000, 2004, 2006; EI-Mageed, 2007; Liu et al., 2020);
sin embargo, no se tiene informacion especifica sobre la composicion quimica de los frutos
inmaduros, la cual, también puede ser relevante para utilizarse en estudios de ecologia quimica en
el manejo de los barrenadores de la semilla que atacan a este cultivo, debido a que estos volatiles
pueden ser atractivos para la localizacion de huésped de estos insectos. Por tal motivo, se identificd
y comparé la composicion quimica volatil de frutos en desarrollo de tres de los cultivares de

aguacate mas representativos en la industria de este cultivo: Mexicano, Fuerte y Hass

1.3.  MATERIALES Y METODOS

1.3.1. Material vegetal
Los frutos de aguacate Mexicano, Fuerte y Hass recolectados para este estudio se encontraban
en fase de desarrollo (verde claro), tenian un didmetro ecuatorial de 4 a 6 cm y estaban visiblemente

sanos. El aguacate Mexicano se obtuvo de arboles de traspatio de la localidad de Tequexquinahuac,
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Texcoco (19 ©28'36 ”N, 98 © 49'37” O), Estado de México, y los otros dos cultivares se obtuvieron
de huertos comerciales de aguacate ubicados en Meyuca de Morelos, Coatepec de Harinas (18 °
84'74 "N, 99 © 77'69” O), Estado de México. Las colectas de frutos se realizaron durante agosto
de 2020. Los frutos recolectados se guardaron en bolsas de polietileno y se transportaron en una

hielera al laboratorio, donde se realizaron los analisis quimicos.

1.3.2. Colecta de volétiles por aireacion dindmica

La colecta de volatiles se realiz6 con la técnica de aireacion dinamica, de acuerdo a lo descrito
por Cruz-Lépez et al. (2006), con algunas modificaciones. Para el andlisis se utilizaron 400 g de
frutos de aguacate de cada cultivar y se colocaron por separado dentro de recipientes de vidrio para
aireacion (39 cm de largo x 9 cm de didmetro interno). A través de los recipientes de vidrio, se
pasé una corriente de aire que se filtré con carbon activado (0.5 I/min). Los volatiles de los frutos
se capturaron con el adsorbente Super Q (Sigma Scientific LLC, Micanopy, Fl) durante 24 h.
Posteriormente, los volatiles fueron eluidos del adsorbente con 400 pL de diclorometano (Baker,
grado HPLC, Sigma-Aldrich, Toluca, México). Los extractos se concentraron con N2 hasta 100 pl

antes del analisis quimico.

1.3.3. Perfil quimico

Los extractos se analizaron en un Cromatografo de gases (CG) (Varian Star 3400 CX), acoplado
a un espectrometro de masas (SM) (Varian Saturn 4D, CA, EE.UU.). Para ello, se emple6 una
columna DB5 no polar de 30 m de largo x 0.25 mm de diametro, 0.5 um de espesor (J. & W
Science Folsom, CA, EE. UU.). La temperatura programada fue de 50°C durante 2 min, hasta
280°C a 15°C/min y asi se mantuvo por 10 min. Las temperaturas del inyector y de la fuente de
iones fueron de 200 y 250 °C, respectivamente. Se utilizé helio como gas portador a una velocidad
de 1 ml/min. El voltaje de ionizacion fue de 70 eV. Los compuestos se identificaron tentativamente
por comparacién con los espectros de masa de la biblioteca del espectrometro de masas
NIST/EPA/NIH (version 2.0, 2002) y con los indices de retencion calculados. La identidad de los
compuestos se confirmd por comparacion de tiempos de retencion y el espectro de masas de los
estandares sintéticos. La abundancia relativa (%) de los compuestos se calcul6 con las areas de los
picos de los compuestos identificados.
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Los estandares sintéticos que se utilizaron fueron los siguientes: cariofileno (98.5%), limoneno
(90%), ocimeno (97%), B-pineno (98%), estragol (98%), nonanal (98%), B-mirceno (99%), a-
pineno (98%), linalool (97%), a-copaeno (98%), n-undecano, n-dodecano, n-tridecano y n-
tetradecano, obtenidos de Fluka Chemicals (Columbus, Ohio, EUA) y Sigma Aldrich Chemical
Company (Milwaukee, Wisconsin, EUA).

1.4.  ANALISIS DE DATOS

A las areas de los compuestos identificados se les aplicé el método Random Forest como
clasificacion para ver si habia diferencias entre cultivares de aguacate y para distinguir las variables
que contribuyen a estas diferencias. Ademas, se realizé un analisis de varianza multivariado con
permutaciones (PERMANOVA) para observar si habia diferencias significativas entre cultivares
(p <0.05). Estos analisis se realizaron en el programa R v3.6.3 (R Core Team, 2020).

1.5. RESULTADOS

En los extractos de aguacate se identificaron un total de 31 compuestos volatiles, incluidos
terpenos, hidrocarburos, fenilpropanoide (estragol) y alcoholes (Cuadro 1.1). La composicion de
volatiles de los extractos de frutos de aguacate Hass y Fuerte, fue cualitativamente similar
difiriendo en abundancia, a excepcion del linalool, ylangeno y (E) -a-bergamoteno, que se
detectaron sélo en frutos Hass. En contraste, en el extracto de aguacate Mexicano, el estragol fue
el compuesto méas abundante con 62.61 %, mientras que en frutos Hass no fue detectado y en el
extracto Fuerte se encontr6 solo y aparecié en trazas. Ademas del estragol, otros compuestos que
se destacaron por su abundancia en la composicion quimica volatil de los tres cultivares fueron el

a-copaeno, el B-copaeno y el cariofileno (Cuadro 1.1).

Por otro lado, segln el promedio de las areas de los picos de los compuestos, se puede ver que
los extractos de aguacate Hass contenian una mayor cantidad de volatiles (promedio del area total
=139365032), sequido de Fuerte (promedio del area total = 119643155), mientras que, el aguacate

Mexicano fue el que liberé menor cantidad de volatiles (area total promedio = 50908342).

De acuerdo con el analisis estadistico, no se presentaron diferencias significativas entre la

composicién quimica de volatiles de frutos de Fuerte y Hass (F2,12=0.62, P=0.57), en tanto que, el
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cultivar Mexicano fue estadisticamente diferente a Hass (F2,12=5.55, P<0.01) y Fuerte (F2,12=4.32,
P<0.01). En la Figura 1.1, cada punto representa los compuestos de las cinco réplicas de cada
cultivar. En general, los puntos correspondientes a Fuerte se acercan o superponen a los puntos de

Hass, en tanto que, los que representan el aguacate mexicano estan mas dispersos.

Por otra parte, para estimar que compuestos influyeron en estas diferencias, se empleo la
disminucion media de precision (A) y la disminucién media de Gini (B), en el modelo Random
forest (Figura 1.2). Los resultados fueron similares en ambos criterios y s6lo cambi6 el orden de
las variables. De acuerdo con las Figuras 1.1y 1.2, los compuestos se sitlan en orden de relevancia
del extremo superior hacia abajo, siendo los 10 primeros los que més influyeron en las diferencias
sefialadas entre cultivares: n-tetradecano, (E)-a-bergamoteno, ylangeno, a-cariofileno, estragol,
eugenol, linalool, o-tujeno, o-cubebeno, y-elemeno y biciclo [2.2.1]heptano, 2,2-dimetil-3-

metileno.

Cuadro 1.1. Abundancia relativa media (+ error estdndar) de compuestos volatiles identificados
en frutos de tres cultivares de aguacate.

Abundancia (%)

Numero Compuesto TR IR Mexicano Fuerte Hass
1 a-Pineno* 483 939 344+037 369+161 2.01+0.63
2 Bicyclo[2.2.1]heptano, 2,2-  5.07 956 00 059+0.16 0.27+0.05
dimethyl-3-methyleno-,

3 B-Pineno* 545 984 224+051 150+£0.36 0.75+0.15
4 1-Hepten-6-one, 2-methyl- 55 988 00 038+0.1 0.63+£0.21
5 B-Myrceno* 554 991 0.18+0.04 211+013 170+04
6 a-Thujeno 58 1011 00 1.27+£0.28 2.31+0.58
7 Limoneno* 6.1 1035 05502 225+053 219+0.53
8 (2)- B-Ocimeno* 6.14 1039 0.79+£0.31 119+£031 1.17+0.24
9 (E)-B-Ocimeno* 6.28 1050 0.58+0.15 236+£0.62 2.49+0.67
10 n-Undecano* 69 1100 1.14+0.28 0.81+0.32 0.99+0.68
11 Linalool* 6.95 1104 00 00 0.61+0.13
12 Nonanal* 7 1109 3.05+0.49 2.73+0.48 10.50+2.83
13 Acido hexanoico, butyl ester 7.95 1192 1.20% 0.2 1.47+0.43 0.68+0.22
14 n-Dodecano* 8.04 1200 048+0.2 054+0.12 0.86+0.25
15 Estragol* 8.13 1209 62.61+4.05 0.19%0.1 00

16 n-Tridecano* 9.09 1300 240+£137 102+0.3 1.44+458
17 a-Cubebeno 9.67 1359 00 560+0.76 4.12+0.67
18 Eugenol 9.89 1382 252+1.01 00 00

19 Ylangeno 9.93 1386 00 00 1.65 £ 0.64
20 a-Copaeno* 999 1392 7.88+042 1058+337 856x28
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21
22
23
24
25
26

27
28
29

30
31

n-Tetradecano*
Z-o-Bergamoteno
Cariofileno*
E-a-Bergamoteno
o-Cariofileno
Naphthaleno, 1,2,3,4,4a,7-
hexahydro-1,6-dimethyl-4-
(1-methylethyl)-
[-Copaeno

v-Elemeno
Tricyclo[4.4.0.02,7]dec-3-
ene, 1,3-dimethyl-8-(1-
methylethyl)-,
stereoisomero
cis-Calameneno
Farneseno

10.07
10.3
10.45
10.48
10.78
10.92

1400 1.76 £0.16

1423 0.51+0.02
1441 131+031
1445 00
1477 00
1492 1.43+0.16

11.01
11.14
11.29

1502 255+1.2
1517 00
1535 0.87+0.16

11.35 1542 220x0.3
11.67 1579 0.21+0.06

3.33+0.17
1.10+0.1
12.64 +1.89
00
237+0.21
2.0+0.35

16.05+2.55 13.82+2.82

40+1.28
3.70+0.38

1.25+1.09

15.14+3.79 20.16 +4.99

00
0.74+0.19
9.29+191
0.67+3.84
1.74 +£0.34
2.01+051

3.21+0.85
441 +0.54

0.87+1.31

TR= Tiempo de retencidn,
sintéticos.

04

* Fuerte
# Hass
Mexicano

02
|

Dim2

-0.2
|

-0.4

T T T
-0.2 0.0 0.2

Dim 1

0.4

IR=Indice de retencion calculado, *Compuestos confirmados con estandares

Figura 1.1. Distribucion de compuestos volatiles de frutos de aguacate cv. Mexicano, Fuerte y
Hass, en un anélisis Random Forest. Cada punto representa los compuestos de un extracto o

repeticion de cada cultivo de aguacate.
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Figura 1.2. Disminucién media de precision (A) y disminucion media de Gini (B) en un modelo
Random Forest. Los numeros corresponden a los compuestos (C) identificados en frutos de tres

cultivares de aguacate (Cuadro 1.1).

1.6. DISCUSION

La composicién quimica de los volatiles del aguacate estd representada mayormente por
terpenos lo que coincide con lo reportado en este trabajo (Pino et al., 2000 y 2004; EI-Mageed,
2007; Niogret et al., 2013; Galvao et al., 2016). En estudios anteriores, se ha reportado la
diversidad quimica volatil en hojas, flores y mesocarpio de frutos de aguacate (Scora y Scora,
1998; Sinyinda y Gramshaw, 1998; Pino et al., 2000; Moreno et al., 2003; Ogunbinu et al., 2007;
Mahendran, 2009; Rincon-Hernandez et al., 2011; Obenland et al., 2012), por lo que éste es el
primer trabajo donde se reporta sobre los volatiles emitidos por frutos de aguacate enteros e
inmaduros, Sin embargo, a pesar de tratarse de diferentes estructuras de la planta o distinta etapa
de desarrollo del fruto, no se encontré un compuesto distinto a los reportados anteriormente;
encontrandose solo diferencias cuantitativas de cada compuesto. No obstante, es necesaria esta
informacidn, ya que puede ser de utilidad con fines de manejo de barrenadores de la semilla del
aguacate mediante el uso de atrayentes, debido a que los volatiles capturados son los mismos que
aparentemente emiten los frutos cuando aun se encuentran en el arbol. En este estudio se encontro

que el cariofileno, a-copaeno y B-copaeno se detectaron en los tres cultivares analizados, y ademas
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fueron de los compuestos méas abundantes. Del mismo modo, estos compuestos se han encontrado
como mayoritarios en hojas y frutos de diferentes cultivares de aguacate (Sagreto-Nieves y
Bartley, 1995; Pino et al., 2000; Espinosa-Garcia et al., 2001; Pino et al., 2004; Ogunbinu et al.,
2007; Torres-Gurrola et al., 2009).

La mayoria de los compuestos que marcaron diferencias no se reportaron en aguacate
Mexicano, pero si en frutos de Fuerte y Hass, o como en el caso de estragol y eugenol, que s6lo se
detectaron en los extractos de frutos de aguacate Mexicano (Cuadro 1.1). Los compuestos restantes
tuvieron una influencia reducida en las diferencias encontradas. La variacion quimica de los
compuestos volatiles de Fuerte y Hass respecto al Mexicano se puede deber al origen de sus
progenitores. En el caso de Hass, es un hibrido del cual 58 % de su material genético proviene de
raza guatemalteca y 42 % de la variedad drymifolia, en tanto que, el aguacate Fuerte esta
constituido por 99 % de la variedad drymifolia (Chen et al., 2009; Tremocoldi et al., 2018), de ahi
que en Hass no se haya detectado el compuesto estragol que caracteriza al cv. Mexicano.

Como ya se menciond, el estragol fue el compuesto principal en frutos de aguacate Mexicano,
en tanto que en Fuerte se encontro en trazas y en Hass no se presentd. Del mismo modo, Espinosa-
Garcia et al. (2001) sefialaron la ausencia de estragol en la composicién quimica de Hass. Niogret
et al. (2013) y Bravo-Monzon y Espinosa-Garcia (2008), encontraron al estragol en hojas de
Persea americana var. drymifolia como el compuesto méas abundante, mientras que, en hojas de
Hass sélo lo detectaron en trazas. Caso contrario, Guzman-Rodriguez et al. (2020) mencionan que
este compuesto fue de los mas abundantes en la composicion quimica de volatiles foliares de Hass.

En otros trabajos, se ha sefialado que las hojas de aguacate Mexicano son ricas en estragol, un
compuesto con un aroma parecido al anis, que en hojas de otros cultivares de la raza guatemalteca
o antillana, su concentracion es minima o nula (King y Knight, 1992; Pino et al., 2006; Wu et al.,
2007; Rincon-Hernandez et al., 2011; Pereira et al., 2013). Sagreto-Nieves y Bartley (1995)
identificaron 30 compuestos volatiles en hojas de aguacate del cv. Mexicano, mediante
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas, dentro de los cuales, el estragol
destacO como compuesto mayoritario (78.12 %); ademas, sefialaron que, de los compuestos
identificados, a-cubebeno (3.58 %), metil eugenol (3,37 %) y B - cariofileno (2,10 %) también
fueron de los mas abundantes. Asimismo, Torres-Gurrola et al. (2009) realizaron un analisis foliar
de P. americana var. drymifolia, y encontraron a estragol como compuesto mayoritario (22 a 72

%), sequido de cariofileno con 9 a 16 %. En este sentido, se ha sugerido que el estragol tiene base
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genetica de la raza Mexicana y es Gtil como marcador taxondémico para distinguir este cultivar de
otros (King y Knight, 1987; Scora y Bergh, 1992; Wu et al., 2007).

Algunos autores han sefialado al estragol con propiedades insecticidas y sugieren que la
presencia de este compuesto en aguacate podria ser una ventaja contra ciertas especies de insectos
fitéfagos (Marcus y Lichtenstein, 1979; King et al., 1992). Contrario a ello, se ha sefialado que, en
campo el cv. Mexicano es mas atractivo al ataque del barrenador pequefio de la semilla
(Conotrachelus perseae) en comparacion con otros cultivares como Hass (Comunicacion personal:
personal técnico de la Camparia contra Plagas Reglamentadas del Aguacatero, SENASICA, 2020).
Sin embargo, esta preferencia puede estar relacionada con caracteristicas de los frutos del cv.
Mexicano, como la dureza del exocarpio, que es muy fino y blando, lo que puede facilitar la
oviposicion de las hembras de C. perseae en frutos de aguacate. Sin embargo, en el capitulo 11 de
este trabajo se encontrd que, en los ensayos en el olfatbmetro de dos vias, hembras y machos de
C. perseae fueron atraidos a frutos de aguacate Mexicano y Hass sin haber diferencias
significativas entre si. Ademas, cuando se evaluo al estragol en los bioensayos en el olfatbmetro y
en las jaulas, machos y hembras respondieron de manera positiva hacia este compuesto
respectivamente. Por lo tanto, para confirmar la atraccion de C. perseae hacia el estragol, se
necesitan hacer mas estudios sobre el efecto de este compuesto en barrenadores del aguacate, ya
que se consideran como plagas de importancia cuarentenaria de este cultivo.

Las plantaciones modernas de aguacate actualmente utilizan nuevos cultivares obtenidos
mediante la hibridacion de varios materiales vegetales de aguacate. La composicion quimica de
estos cultivares puede ser diferente a la de sus progenitores. Este es el primer informe que compara
el contenido quimico volatil de frutos inmaduros de aguacate de diferentes cultivares. Ya que se
encontrd que el estragol es un compuesto que caracteriza al cv. Mexicano, mientras que en frutos
de aguacate Fuerte y Hass estuvo casi 0 completamente ausente. Sin embargo, aunque Hass es un
hibrido mexicano-guatemalteco y la raza mexicana predomina en Fuerte, en estos cultivares
también se detectaron compuestos como linalool, ylangeno y (E) -a-bergamoteno, que no se
encontraron en frutos de aguacate Mexicano. La informacion presentada en este estudio se puede
utilizar para implementar una estrategia de manejo con atrayentes en el control de picudos

barrenadores de la semilla del aguacate.
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CAPITULO Il. RESPUESTA ELECTROFISIOLOGICA Y COMPORTAMENTAL DE
Conotrachelus perseae BARBER (COLEOPTERA: CURCULIONIDAE) A
COMPUESTOS VOLATILES EMITIDOS POR SU HOSPEDERO

2.1. RESUMEN

El manejo del barrenador pequefio de la semilla del aguacate, Conotrachelus perseae Barber, se
basa principalmente mediante practicas culturales y el uso de insecticidas autorizados. Por tal
motivo, para el manejo de esta plaga de importancia cuarentenaria es necesario la busqueda de
otros métodos de control como es el uso de atrayentes. El objetivo de este trabajo fue evaluar la
respuesta electrofisioldgica (EAG) y comportamental de C. perseae a compuestos volatiles de su
hospedero el aguacate, en bioensayos en laboratorio y semicampo. En los registros de
electroantenograma (EAG), el linalool fue el compuesto con el que se obtuvo una mayor respuesta
antenal de C. perseae. En los bioensayos en el olfatometro, los machos fueron atraidos hacia f-
pineno, estragol, linalool y ocimeno; mientras que, las hembras respondieron de manera positiva
a linalool y ocimeno. Por otro lado, en los ensayos en jaulas, los picudos respondieron de manera
positiva a 3-pineno y estragol. Los resultados de este trabajo, son una pauta inicial para desarrollar
un nuevo método en el manejo de C. perseae mediante el uso de atrayentes en un sistema de

monitoreo para la deteccion oportuna de esta plaga.

Palabras clave: atrayente, electroantenograma, EAG, olfatdmetro, picudo.

2.2. INTRODUCCION

El barrenador pequefio de la semilla de aguacate, Conotrachelus perseae Barber (Coleoptera:
Curculionidae), es una plaga de importancia cuarentenaria que puede causar pérdidas del 60 a 70
% en la produccion de aguacate, cuando no se emplean medidas de manejo (Castafieda-Vilddzola
et al., 2013). Actualmente, en México el estatus de esta plaga es “presente en algunas areas y
sujetas bajo control oficial”. El control de esta plaga se basa principalmente en practicas culturales
y el uso de insecticidas autorizados (SENASICA-DGSV 2016).

Los curculidnidos, al igual que otros insectos fitofagos, poseen quimiorreceptores que utilizan

para detectar volatiles que emite su hospedero (Butkewich y Prokopy, 1993; Bernays y Chapman,
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1994; Bichao et al., 2005). En estudios de comportamiento y electrofisioldgicos, se ha comprobado
que estos picudos responden positivamente a volatiles de su planta hospedante (Szendrei et al.,
2009; Magalhdes et al., 2018; Garcia-Diaz et al., 2020; Palanichamy et al., 2020). En este sentido,
las plantas liberan compuestos volatiles a través de diversas estructuras, incluyendo hojas, flores
y frutos (Kesselmejer y Staudt, 1999; Pichersky et al., 2006). Estos compuestos que sirven para su
interaccion con su entorno, pueden funcionar como semioquimicos, ya que transmiten informacion
sobre el estado fisioldgico de éstas, lo que puede resultar atractivo para los insectos fitéfagos, los
cuales se guian por estos olores en la busqueda de su hospedante para alimentacion, lugares de

apareamiento y/o sitios de oviposicion (Dudareva et al., 2006; Schmera y Guerin, 2012).

El uso de semioquimicos es una alternativa que puede ser efectiva en el manejo de insectos
plaga (Oehlschlager et al., 2002; Heath et al., 2006; Hoddle et al., 2009; Barrientos-Hernandez et
al., 2011). En bioensayos de comportamiento o electrofisiolégicos con curculiénidos, se ha
comprobado que éstos responden positivamente a volatiles de su planta hospedera, como en el
caso del picudo del ardndano Anthonomus musculus Say, el picudo del platano Cosmopolites
sordidus Germar, el picudo de la flor de fresa Anthonomus rubi (Herbst) o el picudo del agave
Scyphophorus acupunctatus Gyllenhal (Budenberg et al., 1993; Bichao et al., 2005; Altuzar et al.,
2007; Szendrei et al., 2009). Ademas, se ha demostrado que los compuestos volatiles de la planta
hospedera pueden actuar como atrayentes en sinergia con las feromonas de agregacion sintéticos
en diferentes especies de curculionidos (Leskey et al., 2005; Van Tol et al., 2012; Collatz y Dorn,
2013; Azuara et al., 2014; Wibe et al., 2014; Ruiz-Montiel et al., 2017).

El uso de atrayentes sintéticos en un sistema de trampeo de C. perseae puede contribuir en la
deteccidn oportuna y para el reconocimiento de zonas libres de esta plaga; sin embargo, no se han
reportado estudios sobre la comunicacion quimica de este insecto, por lo que se hace necesario
investigar las respuestas conductuales a estimulos olfativos de esta plaga y poder conocer los
semioquimicos implicados en las interacciones insecto—planta. Ante esta situacién, se plantearon
los siguientes objetivos: 1) Conocer la respuesta comportamental de C. perseae a volatiles emitidos
por tres cultivares de aguacate y 2) Conocer la respuesta electrofisiologica de ambos sexos del
picudo a volatiles de frutos de las diferentes variedades de aguacate.
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23.  MATERIALES Y METODOS

2.3.1. Cria de C. perseae

Para la obtencidn de insectos adultos, se recolectaron frutos de aguacate con sintomas de dafios
externos ocasionados por este insecto en dos huertas comerciales de la localidad de Meyuca de
Morelos (18° 86’43’ N, 99° 78°66”” O y 18° 84°97°° N, 99° 77’ 78’ O), Coatepec de Harinas
Edo. de México, en septiembre de 2018 y abril de 2021. ElI material colectado se traslado al
laboratorio de Plagas de Frutales del Posgrado en Fitosanidad, Entomologia_y Acarologia Colegio
de Postgraduados, Campus Montecillo, Texcoco, Edo. de México. Los frutos se colocaron en
recipientes de plastico (50 cm largo X 50 cm ancho) y se cubrieron con tela organza para permitir
la ventilacion. Los frutos se revisaron diariamente hasta observar la salida de larvas de los frutos,
antes de pupar. Las larvas que se disponian a pupar se pasaron a recipientes de plastico
transparentes de 3 L de capacidad, con 8 cm de suelo tomado del &rea de estudio, que se empled
como sustrato para la pupacion. A la tapa de cada recipiente (20 cm largo x 10 cm ancho), se le
hizo un orificio que se cubrié con organza para permitir la ventilacion (13 cm largo x 5 cm ancho).
Cabe mencionar que el suelo siempre se mantuvo humedo para evitar la deshidratacion de las
pupas. Los recipientes se colocaron en una cdmara de cria, con condiciones de temperatura de 25
+ 2 °C, 70 % + 10 de HR y un fotoperiodo de 12:12 h luz-oscuridad, hasta la emergencia de los
adultos. Para la identificacion y separacion por sexos de C. perseae, se considerd la morfologia
externa de los adultos (Whitehead 1979, Mancera et al. 2018). Los picudos adultos se mantuvieron
en recipientes de plastico con ventilacion, donde se les ofrecia frutos verdes y brotes de aguacate
Hass 0 Mexicano como fuente de alimento; a la vez que, los frutos servian como sustrato para
oviposicion, de tal manera que cada tres dias se cambiaban los frutos por otros nuevos, y los frutos
con los huevos se pasaban a contenedores de plastico con ventilacion, donde se mantenian para el
desarrollo de las larvas hasta que éstas salian de la semilla para pupar, posteriormente se

trasladaban a recipientes con tierra con las condiciones, como ya se menciond anteriormente.

2.3.2. Material vegetal

Los frutos inmaduros de aguacate Mexicano, Fuerte y Hass se recolectaron cuando estaban en
fase de desarrollo, con un didmetro ecuatorial de 4 a 6 cm y con caracteristicas visibles de estar

sanos. El aguacate Mexicano se obtuvo de arboles de traspatio de la localidad de Tequexquinahuac,
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Texcoco (19°28°36""N, 98°49°37°"0), Edo. de México y los otros dos cv. se obtuvieron de una
huerta comercial ubicada en Meyuca de Morelos, Coatepec de Harinas (18°84°74 "N,
99°77°69°°0), Edo. de México. Las colectas de frutos se realizaron en julio de 2019 y agosto de
2020. Los frutos colectados se conservaron en bolsas de polietileno y se transportaron en una

hielera, al laboratorio.

2.3.3. Respuesta comportamental de C. perseae a frutos de aguacate

Para evaluar la respuesta de C. perseae a volatiles de frutos de aguacate, se empled un
olfatometro de dos vias con en base a lo descrito por Ruiz-Montiel et al. (2003). El olfatdmetro
consistié de un tubo de vidrio de borosilicato en forma de “Y”, con las dimensiones siguientes: el
brazo principal de 16 cm de longitud y los brazos laterales de 13 cm de longitud, con un diametro
interno de 1.5 cm. Cada brazo del olfactometro se conecto6 a un recipiente de vidrio de borosilicato
de 15 L de capacidad (42 cm de alto por 24 cm de diametro) que contenia una fuente de olor. El
flujo de aire se proporcion6 mediante una bomba de aire seco (Elite® 801), la cual se conecto a
una trampa de carbon activado (Orbo®) (100-1000 mL/min) para la limpieza del aire, y se
humedecio a través de una trampa de agua antes de alcanzar el recipiente de vidrio con la fuente
de olor, en la cual se coloc6 1 kg de frutos de aguacate, segun el tratamiento a evaluar; el flujo se
ajusto con un flujdmetro (Cole-Parmer®) a 370 mL/min. Previo a la realizacion de los bioensayos,
los picudos se dejaron sin alimento durante 24 h. Los adultos de C. perseae se colocaron
individualmente en la base del tubo y su respuesta hacia un recurso olfativo se registro cuando el
insecto paso la linea de seleccion (7 cm después de la interseccion) y permanecio ahi durante al
menos 20 seg. Cada prueba durd 5 min, si el picudo no respondia durante ese tiempo, se excluyd
del experimento. Después de la evaluacion de cada prueba, los tratamientos y el testigo se rotaron
en los brazos del olfatdmetro para evitar la predisposicion de los insectos a responder hacia un solo
lado, y el olfatometro, asi como los recipientes de vidrio, se lavaron con jabdon neutro y cloruro de
metileno. Se realizaron las siguientes comparaciones: Mexicano vs. aire limpio, Hass vs. aire
limpio, Fuerte vs. aire limpio, Hass vs. Mexicano; Hass vs. Fuerte, Fuerte vs. Mexicano. En estas
pruebas se realizaron 40 repeticiones por sexo. Se emplearon insectos virgenes de 15 a 20 d de
edad. Los bioensayos se realizaron en el Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo, Edo. de
México, en una habitacion acondicionada con luz roja, a 25 + 2°C y 70 = 10 HR. Todas las

observaciones se realizaron de 18:00 a 24:00 h.
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2.3.4. Respuesta electrofisioldgica (EAG) de C. perseae a compuestos volatiles de frutos de
aguacate

La respuesta antenal de C. perseae a compuestos volatiles sintéticos de frutos de aguacate
identificados previamente se determind mediante electroantenografia (EAG), de acuerdo a los
descrito por Malo et al. (2004). De esta forma, la cabeza de un insecto se cortd y se insertd en un
capilar de vidrio (1.1-1.2 mm 0) (Marienfeld®) con solucidn salina; posteriormente, el capilar se
fijo a un electrodo de conexion a tierra. Enseguida, el mazo antenal de una antena, se inserté en la
punta de otro capilar que se fijo a un electrodo de registro; en este caso, la punta del capilar se
modificé para proporcionar un didmetro ligeramente menor al mazo antenal. Cuando el capilar
entrd en contacto con la antena, la solucién salina creo6 un sello alrededor del punto de contacto, lo
que permitié una baja relacion sefial/ruido en el registro de la estimulacién antenal. Los electrodos
se conectaron a un amplificador (Syntech IDAC-02). Después de 1 a 2 min, se estabilizo la sefial
de la antena y en un pedazo de papel filtro (0.3 x 1.0 cm) se aplicd 1 ug de compuesto sintético, a
una concentracion de 1 ug/ul, como solvente se utilizé diclorometano (DCM); después de 30 seg,
el papel filtro se coloco6 en una pipeta Pasteur que se conectd a una manguera desde el controlador
de flujo de aire (I L/min). La punta de la pipeta se introdujo en un orificio ubicado en
un extremo del tubo de metal a través del cual fluia constantemente el aire himedo en direccion a
la antena del insecto. Los compuestos quimicos se aplicaron de manera aleatoria. La sefial generada
por las antenas se grabé en una PC a través del software Syntech (1998). Para cada sexo se
realizaron 20 repeticiones, ademas, se utilizaron insectos virgenes de 20 a 30 dias de edad, que se

dejaron 24 h sin alimento, previo a la realizacion de los experimentos.

En total, se evaluaron los siguientes tratamientos: -cariofileno, limoneno, ocimeno, [3-pineno,
a-pineno, eugenol, linalool, estragol, a-copaeno, extracto fruto verde cv. Mexicano, extracto fruto
verde cv. Fuerte, extracto fruto verde cv. Hass, y diclorometano (DCM). Los extractos fueron

preparados como se describid en el Capitulo I.

Posteriormente, una vez realizada esta prueba, se seleccionaron los compuestos a los cuales se
obtuvo una mejor respuesta antenal, con el fin de evaluar la respuesta electrofisioldgica de C.

perseae a diferentes concentraciones bajo el mismo procedimiento descrito anteriormente. Los
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compuestos fueron: linalool, estragol, B-pineno y un control (DCM), a las concentraciones de 0.5,

1, 5y 10 pg respectivamente.

2.3.5. Respuesta comportamental de C. perseae a compuestos sintéticos de frutos de aguacate

La respuesta comportamental de C. perseae a los compuestos sintéticos se evalué en un
olfactémetro de dos vias, bajo el mismo procedimiento descrito anteriormente. El olfatdmetro
consistio de un tubo de vidrio de borosilicato en forma de “Y” de 15 cm de longitud y 1.5 cm de
diametro interno. Los brazos del olfatometro se conectaron a un medidor de flujo (Gilmont
instruments, Barrington, IL, USA) acoplado a una bomba de vacio. El flujo de aire se calibr6 a 0.5
I/min, que se purifico con carbdn activado y se humedeci6 antes de pasar por el recurso a evaluar
y entrar al tubo. Los compuestos que se evaluaron fueron a-copaeno, B-pineno, linalool, ocimeno
y estragol. Cada compuesto se compard contra el control que fue DCM. Se realizaron 45
repeticiones por sexo/tratamiento y se emplearon insectos virgenes de 30 a 40 dias de edad, que se
dejaron previamente sin alimento durante 24 h. Los bioensayos se realizaron en una habitacion
acondicionada con luz roja, con una temperatura de 25 £ 2°C y 70 £ 10 HR. Las evaluaciones se
realizaron a partir de las 19:00 a las 24:00 h. Después de cada prueba, los tratamientos y el testigo
se rotaron en los brazos del olfatometro para evitar la predisposicion de los insectos a responder
hacia un solo lado; asimismo, después de cada tratamiento se lavo el olfatdbmetro y secé a 120 °C

durante 40 min para evitar contaminacion.

2.3.6. Respuesta de C. perseae a compuestos sintéticos en semicampo

La atraccion de C. perseae a compuestos sintéticos se evalud en ensayos de opcion maltiple. El
experimento se realizé en jaulas ctbicas de 1 m3, cubiertas con tela mosquitera de plastico (2 mm
9, 1 mm?). Los compuestos que se evaluaron fueron estragol, -pineno, linalool, ocimeno y una
mezcla de ellos en una proporcion de 1:1:1:1. Estos compuestos fueron a los que C. perseae
respondi6 de manera positiva en los bioensayos previos en el olfatdbmetro en laboratorio. Para la
evaluacion de los compuestos se utilizaron trampas amarillas para el escarabajo japonés
(Pherocon®, Trécé Incorporated, California EUA). Como liberador se emplearon tubos eppendorf
de 2 mL, a los cuales se les realizé dos orificios de 1 mm 6 en la parte superior para permitir la

volatilizacién de los compuestos. Cada tubo contenia 600 puL del compuesto o mezcla a una
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concentracion de (1 ug/uL), como solvente se utilizo DCM. En cada trampa se colocé un liberador,
el cual previamente fue sellado con parafilm. Las trampas con los compuestos se colgaron al azar
en la jaula, ubicandose a una altura de 10 cm de la base; asimismo, se colocaron en las esquinas y
en el centro de ésta, quedando separadas a la misma distancia, de tal modo, que en cada jaula habia
seis trampas, con un compuesto o mezcla respectivamente y un control. En el centro de la base de
la jaula se liberaron 50 picudos virgenes de un solo sexo de 20 a 30 dias de edad, que previamente
se dejaron 24 h sin alimento. Las liberaciones se realizaron a las 19:00 h y las evaluaciones se
realizaron 12 h después. La variable respuesta fue el nimero de insectos capturados por trampa.
Para cada sexo se realizaron 10 repeticiones. Cada jaula se consideré como una repeticion. Cabe
mencionar que debido a que se contaba con un nimero limitado de trampas, se hicieron varias
evaluaciones en el tiempo, es decir, se emplearon dos jaulas a la vez, una para la evaluacion de
machos y otra de hembras. Los experimentos con las jaulas se realizaron en un invernadero en el
Colegio de Posgraduados, Campus Montecillo, Texcoco, Estado de México, donde se registraron,
parametros de temperatura y humedad relativa con un datalogger (HOBO®), registrandose una

temperatura promedio de 26 £ 7 °C y una HR de 70 + 5.

2.4,  ANALISIS DE DATOS

Los datos de la respuesta del EAG vy las pruebas en invernadero se analizaron mediante un
analisis de varianza (ANOVA) y la comparacion de medias se realizé con la prueba de LSD (P<
0.05). Los datos que no cumplieron con los supuestos de normalidad y homogeneidad de varianzas
se transformaron con log natural. Los analisis se realizaron con el software estadistico R (R Core
TEam, 2016). La respuesta conductual de C. perseae a volatiles en el olfatbmetro, se analizo

mediante una prueba de G con correccion de Williams (Soka y Rohlf, 1995).

2.5. RESULTADOS
2.5.1. Respuesta comportamental de C. perseae a diferentes cultivares de frutos de aguacate

En los tratamientos donde se compar0 frutos vs. aire limpio hubo diferencias significativas,
ambos sexos de C. perseae optaron por la primera opcion. No obstante, en las comparaciones de

frutos Mexicano vs. Hass y Hass vs. Fuerte, tanto hembras como machos no mostraron preferencia
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por una fuente de olor especifica. En contraste, hembras y machos prefirieron volatiles de aguacate

Mexicano sobre aquellos de Fuerte (Cuadro 2.1).

Cuadro 2.1. Respuesta comportamental de ambos sexos de C. perseae a frutos de aguacate en un
olfatdbmetro tipo “Y”.

Tratamiento (recursol vs. recurso Sexo Respuesta a recurso 1 vs. Sr* P
2) recurso 2

Mexicano vs. aire limpio 3 30vs. 10 4 <0.001
Q 33vs. 7 7 <0.001

Hass vs. aire limpio 3 29vs. 11 9 <0.01
Q 37vs. 3 5 <0.001

Fuerte vs. aire limpio 3 27 vs. 13 7 <0.05
Q 31vs. 9 3 <0.01

Mexicano vs. Hass 3 19 vs. 21 11 0.75
Q 25vs. 15 16 0.11

Mexicano vs. Fuerte 3 31vs.9 9 <0.001
Q 29 vs. 11 15 <0.01

Hass vs. Fuerte 3 14 vs. 26 13 0.57
Q 16 vs. 24 10 0.2

Los datos se analizaron mediante prueba de G con correccion de Williams por tamafio de

muestra. *Sr: sin respuesta.

2.5.2. Respuesta electrofisioldgica (EAG) de C. perseae a compuestos volatiles de frutos de
aguacate

No se presentaron diferencias significativas entre sexos en la respuesta antenal de C. perseae
hacia compuestos volatiles sintéticos y naturales de frutos de aguacate (P>0.1). Por otra parte, en
el caso de los machos, se encontré que los tratamientos y el control si fueron significativamente
diferentes entre si (P>0.001). La respuesta de los machos fue mayor en los tratamientos con los
extractos de frutos de aguacate, ya que fueron estadisticamente diferentes al resto de los
tratamientos incluyendo al control. Con los extractos de aguacate Hass y Fuerte, se obtuvo una
mayor respuesta antenal, seguidos del extracto de aguacate Mexicano (Figura 2.1). En tanto que,
en los tratamientos con los compuestos sintéticos, con linalool se obtuvo una mayor respuesta
electrofisiologica respecto a los demas tratamientos incluido al control. El resto de los compuestos
no fue significativamente diferente al control; no obstante, en los tratamientos con ocimeno,
estragol, B-pineno y B-cariofileno, se observd una mayor respuesta de los picudos machos, respecto

a los demas compuestos evaluados.
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Figura 2.1. Respuesta electrofisioldgica (EAG) de machos de C. perseae a compuestos sintéticos
y extractos de frutos de aguacate. T1: B-cariofileno, T2: estragol, T3: linalool, T4: ocimeno, T5:
a-pineno, T6: limoneno, T7: B-pineno, T8: a-copaeno, T9: extracto de frutos de aguacate Hass,
T10: extracto de frutos de aguacate Mexicano, T11: extracto de frutos de aguacate Fuerte, T12:
eugenol.

La respuesta electrofisiologica de las hembras tuvo la misma tendencia que la de los machos
(P>0.001). Los extractos de frutos de aguacate fueron los tratamientos en los que se obtuvo una
mayor respuesta antenal y fueron significativamente diferentes a los demas tratamientos. En tanto
que, en la respuesta antenal de las hembras hacia los compuestos sintéticos, linalool fue el
tratamiento con el que se obtuvo una mejor respuesta, siendo estadisticamente diferente al control.
Asimismo, aunque estragol, B-pineno y a-copaeno no fueron significativamente diferentes al
control, produjeron las respuestas mas fuertes en el EAG en comparacion con el resto de los

compuestos sintéticos evaluados (Figura 2.2).
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Figura 2.2. Respuesta electrofisiologica (EAG) de hembras de C. perseae a compuestos sintéticos
y extractos de frutos de aguacate. T1: B-cariofileno, T2: estragol, T3: linalool, T4: ocimeno, T5:
a-pineno, T6: limoneno, T7: B-pineno, T8: a-copaeno, T9: extracto de frutos de aguacate Hass,
T10: extracto de frutos de aguacate Mexicano, T11: extracto de frutos de aguacate Fuerte, T12:
eugenol.

Por otra parte, cuando se evalud la respuesta electrofisiolégica de C. perseae a diferentes
concentraciones de linalool, estragol y B-pineno, la respuesta a los diferentes tratamientos fue
indistinta al sexo (P>0.1). En machos y hembras, las concentraciones evaluadas de estragol y -
pineno no causaron una respuesta antenal diferente al control (P>0.1) (Figura 2.3 y 2.4). En tanto
que, linalool fue el tratamiento que generé una mayor respuesta sin importar la concentracion
evaluada en ambos sexos (P>0.001). De manera general, se puede observar que, la concentracion
mas alta de los compuestos evaluados, fue con la que se generd una mejor respuesta antenal

respecto a las demas concentraciones.
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Figura 2.3. Respuesta electrofisiolégica (EAG) de machos de C. perseae a diferentes
concentraciones de compuestos sintéticos identificados en frutos de aguacate. L1: linalool (0.5 pl),
L2: linalool (1 ul), L3: linalool (5 ul), L4: linalool (10 ul); E1: estragol (0.5 ul), E2: estragol (1
ul), E3: estragol (5 pl), E4: estragol (10 ul); BP1: B-pineno (0.5 pl), BP2: B-pineno (1 ul), BP: B-
pineno (5 ul), BP4: B-pineno (10 ul).
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Figura 2.4. Respuesta electrofisiologica (EAG) de hembras de C. perseae a diferentes
concentraciones de compuestos sintéticos identificados en frutos de aguacate. L1: linalool (0.5 ul),
L2: linalool (1 ul), L3: linalool (5 ul), L4: linalool (10 ul); E1: estragol (0.5 ul), E2: estragol (1
ul), E3: estragol (5 ul), E4: estragol (10 ul); BP1: B-pineno (0.5 ul), BP2: B-pineno (1 ul), BP: B-
pineno (5 ul), BP4: B-pineno (10 ul).
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A pesar de que no se encontr6 una interaccion entre sexos en la respuesta a las concentraciones
evaluadas en los diferentes compuestos, en el caso de los tratamientos con linalool si se presentaron
diferencias respecto al control (P>0.001). Linalool a 1, 5y 10 pl, fueron las concentraciones con
las que se obtuvo una mayor respuesta antenal tanto en hembras como en machos, respecto al
control; ademas, se observo que las hembras tuvieron una mayor respuesta a los tratamientos que

los machos (Figura 2.5).
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Figura 2.5. Respuesta electrofisiolégica (EAG) de machos (M) y hembras (H) de C. perseae a
diferentes concentraciones de linalool (L). L1: 0.5 pl, L2: 1 ul, L3: 5 pl, L4: 10 pl.

2.5.3. Respuesta comportamental a compuestos sintéticos de frutos de aguacate

Hembras y machos fueron significativamente mas atraidos en el olfatobmetro a los compuestos
de interés en comparacion con el control (Figura 2.6 a'y b). Cuando se compard el solvente contra
los compuestos, en el caso de los machos hubo diferencias con B-pineno (G=4.14, d.f=1, P=0.04),
linalool (G=15.22, d.f= 1, P=0.000095), ocimeno (G=19.12, d.f= 1, P=0.000012) y estragol (G=
4.94, d.f= 1, P=0.02); mientras que, en el resto de los tratamientos no se presentaron diferencias
en comparacion con el control. Respecto a las hembras, solo se presentaron diferencias en dos

compuestos respecto al control: linalool (G= 5.21, d.f= 1, P=0.02) y ocimeno (G= 4.7, d.f=1,
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P=0.03; mientras que para el resto de los compuestos, no se observaron diferencias significativas

respecto al control.
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Figura 2.6. Respuesta comportamental de C. perseae machos (a) y hembras (b), a compuestos
sintéticos identificados de volatiles de frutos de aguacate. DCM: diclorometano. ns: no
significativo, * (P < 0.05), ** (P< 0.01), *** (P < 0.001). Los datos se analizaron mediante prueba
de G con correccién de Williams por tamafio de muestra.
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2.5.4. Respuesta de C. perseae a compuestos sintéticos en semicampo

En el ensayo en las jaulas, la respuesta de machos no fue significativamente diferente respecto
a las hembras (P>0.1). En los machos se observo que las trampas con B-pineno capturaron mas
adultos que los demas compuestos (P>0.001); en tanto que, las capturas en las trampas con linalool,
estragol y la mezcla, no fueron significativamente diferentes entre si; finalmente, el ocimeno fue
el atrayente que atrajo menos machos. Por otro lado, respecto a las capturas de hembras, también
hubo diferencias significativas entre tratamientos (P>0.001). De los cuatro compuestos usados, en
las evaluaciones con hembras hubo una mayor captura en las trampas con B-pineno y estragol, las
cuales estadisticamente no fueron diferentes entre si; las trampas con la mezcla y el linalool
tuvieron capturas similares, mientras que, el ocimeno atrajo a una menor cantidad de picudos a las

trampas (Figura 2.7).
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Figura 2.7. Respuesta de C. perseae a compuestos volatiles sintéticos en jaulas en invernadero.
*B-pineno, linalool, estragol, ocimeno (1:1:1:1). Tratamientos con la misma letra, no fueron
significativamente diferentes entre si (P>0.05).
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2.6. DISCUSION

En pruebas de laboratorio y semicampo, C. perseae respondio positivamente a volatiles de su
hospedero, como se reporta en otras especies de insectos (Mcgraw et al., 2011; Leskey et al., 2014;
Elizalde-Gonzélez y Segura-Rivera 2018; Garcia-Diaz et al., 2020). Sin embargo, en este trabajo,
se encontrd que la amplitud de la respuesta del EAG en C. perseae a compuestos sintéticos
identificados en frutos de su hospedero fue débil. Al respecto, Altuzar et al. (2007) sefialan que
los ensayos en el EAG, no siempre determinan el comportamiento real de los insectos cuando se

exponen a volatiles de su planta hospedante.

Por otro lado, en los bioensayos de comportamiento, se encontrd que ambos sexos de C. perseae
fueron atraidos por los compuestos volatiles a los que fueron expuestos. De los compuestos
evaluados en el olfatdbmetro, los machos respondieron a cuatro compuestos (3-pineno, linalool,
ocimeno Yy estragol), mientras que las hembras sélo a linalool y ocimeno, lo cual muestra una
diferencia entre sexos en la percepcion de los volatiles del hospedero. En este sentido, puede ser
que las hembras sean mas selectivas para detectar volatiles de su hospedero. Szendrei y Rodriguez-
Saona (2010) sefialan que en los insectos es comun la diferencia de respuesta comportamental a
los volatiles del hospedero entre sexos y que las hembras suelen tener una mayor respuesta que los
machos. Sin embargo, en este trabajo se encontrd una mayor respuesta del macho a los compuestos
evaluados, en contraste con las hembras. En otros trabajos se han reportado resultados similares al
encontrado aqui, por ejemplo, Palanichamy et al. (2020) observaron que los machos del
curculiénido Odoiporus longicollis Olivier respondieron positivamente a volatiles de la planta
hospedera, mientras que la respuesta de las hembras fue baja (lo que sugiere que los machos, al
llegar a su hospedero, puedan liberar la feromona de agregacién y atraer a ambos sexos). De igual
modo, Guleria (2019) sefiala que los machos de Chilo partellus (Swinhoe) (Lepidoptera:
Crambidae) mostraron una mayor respuesta a volatiles de su hospedero respecto a las hembras.
También la respuesta antenal de machos de Melolontha melolonta L. (Coleoptera: Melolonthidae)

a alcoholes alifaticos saturados e insaturados, fue mayor que en hembras (Reinecke et al., 2005).

Por otra parte, se ha sefialado que, en los curculiénidos, los machos producen las feromonas de
agregacion, las cuales pueden tener efectos sinérgicos con los voléatiles del hospedero (Eller y
Bartelt, 1996; Rochat et al., 2000; Reddy y Guerrero, 2004; Palacio-Cortés et al., 2015;

Oehlschlager, 2016). Por ello, puede ser que los machos de C. perseae busquen al hospedero y
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estando en la planta, envian sefiales a las hembras u otros machos, de tal modo que, en la basqueda
de alimento, las hembras u otros machos, ademas de detectar los volatiles de su hospedero, pueden
requerir de sefiales que el macho les envia. Pifiero et al. (2001), sefialan que las hembras de
Conotrachelus nenuphar (Herbst) son atraidas por los voléatiles del hospedero en combinacion con

la feromona de agregacion que emite el macho (Leskey et al., 2005).

En las pruebas de comportamiento, se encontrd que los machos tuvieron una respuesta positiva
a B-pineno, linalool, ocimeno y estragol, mientras que las hembras sélo a linalool y ocimeno; en
tanto que, en el experimento en las jaulas, de los compuestos probados, los machos respondieron
mayormente hacia B-pineno, y las hembras a linalool y estragol. Rodriguez et al. (2008) obtuvieron
resultados similares, al sefialar que el 3-pineno es atractivo para Hypothenemus hampei Ferrari
(Coleoptera: Curculionidae: Scolytinae); asimismo, Altuzar et al. (2007), encontraron que
Scyphophorus acupunctatus Gyllenhal (Coleoptera: Curculionidae) respondié de manera positiva
al linalool a dosis bajas. Respecto a la mezcla evaluada, se observo que los picudos no respondieron
de manera positiva como se esperaba; sin embargo, es impdrtate sefialar que sélo se evalud una
concentracion de cada compuesto en una proporcion de 1:1:1:1, por lo que es necesario realizar
mas ensayos usando la proporcién natural de como son emitidos los compuestos por los frutos de
aguacate. La mayoria de los insectos herbivoros usan compuestos vegetales ubicuos, siendo la
proporcion de los compuestos, el estimulo mas importante para que éstos puedan localizar su
planta hospedante. Por ejemplo, Robert et al. (2019), encontraron que Otiorhynchus sulcatus F.
mostré atraccion hacia una mezcla de (Z) -2-pentenol y metil eugenol a una proporcion de 1: 1. De
igual modo, una mezcla de tres compuestos volatiles del durazno: acetato de (Z ) -3-hexenilo, ( Z)
-3-hexenol y benzaldehido, en una proporcion de 4: 1: 1, fueron mas atractivos para las hembras
de Cydia molesta Busck, que cuando se proporcionaron de manera individual (Natale et al., 2003).
La mezcla de propionato de fenetilo, eugenol y geraniol atraen a Phyllopertha horticola (L.)
(Ruther y Tolasch, 2004 ). Bruce et al. (2005) sefialan que la mayoria de los receptores periféricos
de los insectos fitéfagos detectan volatiles ubicuos de las plantas hospederas, por lo tanto, el
reconocimiento del hospedero por parte de éstos, no sélo depende de la deteccion de compuestos
en especifico, sino también de la proporcion a la que éstos son liberados por la planta. El
reconocimiento de la mezcla de tales compuestos esta mediado por neuronas receptoras olfativas
(NRO) localizadas principalmente en las sensilas de las antenas de los insectos (Bruce y Pickett,

2011). Al respecto, los compuestos que se evaluaron en este estudio, son ubicuos de las plantas,
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por lo tanto, las proporciones de mezclas especificas de los compuestos seria de vital importancia
para que C. perseae ubique su planta hospedera; es decir, a pesar de ser especialista del cultivo de
aguacate, puede ser que, para la localizacion de su hospedero, detecte compuestos que no son
exclusivos de este cultivo, y, por lo tanto, se requiere de una proporcion especifica de éstos. Por
tal motivo, se necesitan realizar mas estudios sobre el efecto de diferentes proporciones de

compuestos volatiles en la atraccion del barrenador pequefio de la semilla del aguacate.

En general, en la mayor parte de las pruebas del presente estudio, se observo que la respuesta
de C. perseae no fue tan fuerte como se esperaba. En el caso del experimento en las jaulas, diversos
factores pudieron estar involucrados en la respuesta de C. perseae hacia algin compuesto en
particular. Por ejemplo, la concentracion y proporcion de los compuestos que se evalud, asi como
el tipo o disefio de trampa. Ademas, es necesario resaltar que en este estudio solo se evaluaron
compuestos identificados en frutos y quiza para la localizacion del hospedero C. perseae requiera
de los volatiles de otras estructuras de la planta; como en el caso de C. nenuphar, que se ha
reportado que no solo es atraido por el olor natural del fruto o por volatiles sintéticos de un solo
compuesto, sino también por volatiles de tejidos foliares o lefiosos (Leskey y Prokopy, 2000;
Leskey y Prokopy, 2001; Prokopy et al., 2001) y estas estructuras también pueden ser importantes

en la localizacion de la planta hospedera (Leskey et al., 2005).

Este trabajo proporciona informacidn basica para desarrollar atrayentes sintéticos que se puedan
emplear para el monitoreo con trampas del barrenador pequefio de la semilla del aguacate, como
parte de un programa de manejo integrado; sin embargo, se necesitan mas estudios sobre la
respuesta de C. perseae cuando es expuesto a compuestos volatiles de su hospedero de manera

individual, en mezcla y con diferentes concentraciones en experimentos de laboratorio y campo.
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CONCLUSIONES GENERALES

Este es el primer trabajo que compara la composicion quimica volatil de frutos inmaduros de
aguacate de cultivares con relevancia comercial: Hass, Fuerte y Mexicano. Se encontré que el
estragol es un compuesto que caracteriza al cv. Mexicano, mientras que en frutos de aguacate
Fuerte y Hass estuvo casi o completamente ausente. Sin embargo, aunque Hass es un hibrido
mexXxicano-guatemalteco y la raza mexicana predomina en Fuerte, en estos cultivares también se
detectaron compuestos como linalool, ylangeno y (E) -a-bergamoteno, que no se encontraron en
frutos de aguacate Mexicano.

En los registros de electroantenograma (EAG), el linalool figuré6 como el compuesto que
desencadend las mayores respuestas en machos y hembras de C. perseae. En las pruebas de
comportamiento, los machos fueron atraidos hacia p-pineno, estragol, linalool y ocimeno, mientras
que, las hembras respondieron de manera positiva sélo a linalool y ocimeno. En los ensayos en
jaulas, los insectos respondieron de manera positiva a B-pineno, linalool y estragol. Se sugiere que
linaool, B-pineno y estragol podrian considerarse para ser incluidos en un sistema de trampeo.

Este trabajo proporciona informacion basica para desarrollar atrayentes sintéticos de origen
natural, que se puedan emplear para el monitoreo con trampas del barrenador pequefio de la semilla
del aguacate, como parte de un programa de manejo integrado; sin embargo, se necesitan mas
estudios sobre la respuesta de C. perseae cuando es expuesto a compuestos volatiles de su
hospedero de manera individual, en mezcla y en diferentes proporciones en experimentos de

laboratorio y campo.
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