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RESUMEN

Evaluacion del potencial de compuestos volatiles del membrillo como agentes que
modulan el comportamiento de individuos de la carpocapsa

Carpocapsa (Cydia pomonella L.) ataca frutales de pepita a nivel mundial. La hembra
realiza la localizacion del hospedero y el reconocimiento del sitio adecuado para la
oviposicion mediante semioquimicos. Uno de los hospederos menos estudiados y
afectado por carpocapsa es el membrillo (Cydonia oblonga Mill.). Surge entonces la
posibilidad de identificar en el membrillo, posibles volatiles con actividad
electroantenografica o kairomonas, que tengan aplicacion sobre otros hospederos. El
objetivo de este trabajo fue determinar el perfil de compuestos volatiles presentes en la
fenologia en curso, de diferentes cultivares de membrillo, a efectos de evaluar el
comportamiento de individuos de carpocapsa frente a ellos. Se realizd en cuatro etapas
fenoldgicas del membrillo: poscuaje, fruto inmaduro, fruto en crecimiento y fruto
maduro. Se caracteriz6 el perfil mediante extraccion en fase solida y andlisis mediante
cromatografia gaseosa acoplada a espectrometria de masas. Los cultivares comparados
fueron: Champion, INTA 37, INTA 117 e INTA 147. Se realizaron ensayos de
oviposicion de hembras y eleccion de larvas neonatas de carpocapsa. Se identificaron
grupos quimicos como ¢ésteres, sesquiterpenos, monoterpenos, alcoholes, aldehidos y
norisoprenoides. La composicion y proporcion de volatiles fue cambiando con la
fenologia, siendo la etapa de crecimiento la mas variada y con mayor presencia de
compuestos electroantenograficos y kairomonas. En esta etapa coincidid la mayor
respuesta de oviposicion de hembras y la mayor eleccion de larvas neonatas por algiin
cultivar. En casi todas las etapas las hembras prefirieron oviponer sobre la superficie
adaxial de las hojas. En etapa de maduracion se registraron huevos en areas del fruto sin
pubescencia. El cultivar INTA 147 fue el mas elegido en la mayoria de las comparaciones
y etapas fenologicas. Este trabajo representa el primer aporte cientifico sobre la
evaluacion de compuestos volatiles en membrillo, la oviposicion de hembras y eleccion
de larvas de carpocapsa, en distintas etapas fenologicas.

Palabras claves: Cydia pomonella, Cydonia oblonga, Fenologia, Semioquimicos,

Kairomonas, Oviposicion, Larvas neonatas.
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ABSTRACT

Evaluation of the potential of volatile compounds from quince as agents that
modulate the behavior of codling moth individuals

Codling moth (Cydia pomonella L.) attacks pome fruit trees worldwide. The female
locates the host and recognizes the appropriate site for oviposition using semiochemicals.
One of the least studied hosts affected by codling moth is the quince (Cydonia oblonga
Mill.). From this an interesting alternative arises, by identifying in the quince possible
volatiles with electroantennographic or kairomones activity, which have application on
other hosts. The objective of this work was to determine the profile of volatile compounds
present in the ongoing phenology of different quince cultivars, in order to evaluate the
behavior of codling moth individuals against them. It was carried out in four phenological
stages of the quince: post-setting, immature fruit, growing fruit and mature fruit. The
profile was characterized by solid phase extraction and gas chromatography analysis
coupled to mass spectrometry. The cultivars compared were: Champion, INTA 37, INTA
117 and INTA 147. Tests of female oviposition and neonate larvae of codling moth were
carried out. Chemical groups such as esters, sesquiterpenes, monoterpenes, alcohols,
aldehydes and norisoprenoids were identified. The composition and proportion of
volatiles changed with phenology, with the growth stage being the most varied and with
the greatest presence of electroantennographic compounds and kairomones. At this stage
the greatest oviposition response of females and the greatest choice of neonate larvae for
any cultivar coincided. In almost all stages, the females preferred to oviposit on the
adaxial surface of the leaves. During the ripening stage, eggs were recorded in areas of
the fruit without pubescence. The most chosen cultivar in most comparisons and
phenological stages was INTA 147.This work represents the first scientific contribution
about the evaluation of volatile compounds in quince, the oviposition of females and the

choice of codling moth larvae, in different phenological stages.

Keywords: Cydia pomonella, Cydonia oblonga, Phenology, Semiochemicals,

Kairomones, Oviposition, Neonate larvae.



CAPITULO 1

Introduccion general




1.1. Introduccion general

El membrillo (Cydonia oblonga Miller), es la tinica especie del género Cydonia, y
pertenece a la familia botanica Rosaceae, subfamilia Pomoidaea, tribu Maleae y subtribu
Malinae. Sus sinonimias son Cydonia vulgaris Pers. y Pyrus cydonia L. Comparte
subfamilia con el manzano (Malus domestica Borkh) y el peral (Pyrus communis L.). Se
encuentra relacionado al género Chaenomeles (membrillos de floracion asidtica), que
incluye al membrillo japonés (C. japonica), que es una planta ornamental arbustiva con
flores rojas y pequenos frutos (Hummer & Janick 2009, Postman 2012). Se considera
como centro de origen la regiéon del Caucaso incluyendo Armenia, Azerbaiyan, Iran,

suroeste de Rusia, y Turkmenistan (Postman 2012, USDA 2023).

Morfolégicamente es un arbusto o un arbol caducifolio de copa redondeada que puede
alcanzar de 4 a 6 metros de altura. El sistema radicular es superficial y fasciculado, con
un tronco tortuoso. Posee hojas ovales a oblongas tomentosas y pubescentes en ambas
caras cuando son jovenes, manteniendo esas caracteristicas en la cara abaxial cuando son
adultas. Los peciolos, yemas y ramas del afio son pubescentes. Las flores son solitarias,
de color blanco, florecen de septiembre a octubre (hemisferio sur) (Wertheim 2002,
Postman 2009). Todas las variedades son autofecundantes (Postman 2009), pero el cuaje
y numero de semillas por fruto aumenta por polinizacién cruzada (Duron et al. 1989,
Benedek et al. 2001). Pueden existir mas de 50 semillas por fruto, estas son marrones,

aplanadas y adheridas a un mucilago (Silva et al. 2004, Pio et al. 2007).

El fruto de membrillo es pubescente, globoso-alargado, de 6 a 8 cm de didmetro y con
un peso medio de 130-400 gramos (Rodriguez-Guisado et al. 2009, Leonel et al. 2016,
Colica 2017). Durante la fase inicial de desarrollo, la epidermis cambia su color de un

tono marrén a un verde claro, y a medida que alcanza la madurez, adquiere un tono



amarillo dorado (Wertheim 2002, Cdlica 2017). Los frutos del membrillo presentan un
patron de maduracion climatérico (Gunes 2008, de Almeida Lopes et al. 2018). Si bien
es un fruto de atractivo aroma y color, no es consumido como fruta fresca debido a su
dureza, amargura, y astringencia. Sin embargo, procesado como dulce tipo mermelada,
jalea o “tipo pan” es muy apreciado y consumido como parte de preparaciones regionales

(Silva et al. 2006, Alvarenga et al. 2008, Tateo & Bononi 2010, Choi et al. 2018).

No solamente esta implicado en productos comestibles, también se le atribuyen
propiedades farmacéuticas y medicinales. Estas incluyen a infusiones de hojas del
membrillo con propiedades sedantes, antipiréticas, anti-diarreicas, y antitusivas y también
para el tratamiento de diversas enfermedades de la piel (Oliveira et al. 2007). La fruta de
membrillo también ha sido reconocida como una fuente natural de compuestos que
promueven la salud con propiedades antioxidantes, antimicrobianas y antiproliferativas
(Hamauzu et al. 2005, Fattouch et al. 2007, Sabir et al. 2015). Se destacan por su buen
contenido de pectinas, al ser un ingrediente de interés en la industria alimenticia, para la
elaboracion de dulces y mermeladas, debido a su capacidad de gelificar (Lanvin &
Matsuya 2004, Acikgoz 2011, Brown et al. 2014, Cinkmanis et al. 2020). El membrillero
también se utiliza en la agricultura como patrén de perales ya que mejora la productividad
y calidad de la fruta y puede ser propagado facilmente usando técnicas tradicionales o

modernas, como la micropropagacion (Schuch et al. 2010).

Los frutos del membrillo son llamados de distintas maneras de acuerdo con la lengua:
en arabe: Sefarjal; en chino: Wen po; en inglés: Quince; en francés: Cognassier o Coing;
en aleman: Quitte o Quittenbaum; en portugués: Marmelo; en ruso: Ajva; en espafol:
membrillero; y en sueco: kvitten, entre otros (Postman 2012, Mir et al. 2015, USDA
2023). Es un fruto que hasta hoy en dia se encuentra ligado a tradiciones familiares y

productos artesanales. Aunque es una especie ampliamente difundida, solo en unos pocos



paises se produce. A comienzos del siglo XX la produccion de membrillo disminuy6 a
medida que el valor de las manzanas y peras aumentd (Postman 2009). Las zonas mas
consumidoras y productoras de membrillo a nivel mundial son Oriente Medio (Turquia,
China, Uzbekistan, Iran, Marruecos, Azerbaiyan). En el area mediterranea tiene menos

importancia. Argentina se encuentra en el 10° lugar como productor (FAO 2021).

En Argentina, los frutales de pepita (manzano, peral y membrillo), poseen 41 mil
hectareas (INDEC 2021), con una produccion de aproximadamente 1,2 millones de
toneladas (FAO 2021). El cultivo de membrillo ocupa una superficie total de 2341 ha,
distribuidas principalmente en Mendoza (1456,7 ha), San Juan (439,8 ha) y Catamarca
(348,3 ha), entre otras provincias (INDEC 2021). Actualmente el destino de la produccion
es principalmente para industria donde el dulce de membrillo es el principal producto
elaborado y en menor proporcion para consumo en fresco (Colica 2017). Los cultivares
implantados a nivel nacional, inscriptos en el Registro Nacional de Cultivares, son:
Champion, Early Golden, Manning Seedling, Portugal, Smyrna, Sydo, y C/ EM C (usado
comunmente como portainjertos de cultivares de pera). Los cultivares INTA 37, INTA
117, INTA 147 son el producto de un plan de mejora genética que llevd a cabo el Ing.
Fernando Roby en la década del 60, en la Estacion Experimental Agricola Mendoza,
Argentina. Todas provienen de una seleccion masal de semillas del cultivar Smyrna. El
cultivar INTA 147, se destaco por ser el mas productivo (Célica 2017). El cultivar mas
difundido entre provincias es Champion, muchas veces llamado “Criollo” (Ing. Juan José

Colica, comunicacion personal).

El membrillo es uno de los principales cultivos fruticolas de la provincia de San Juan.
Las caracteristicas edafoclimaticas en los oasis de riego ofrecen dptimas condiciones para
la produccion de membrillos de alta calidad y segun el relevamiento del Departamento de

Hidréaulica (2007) del Gobierno de la provincia de San Juan. Anualmente en esta



provincia se producen 5 000 toneladas de membrillos frescos sin procesar con destinos a
industrias elaboradoras de dulces y mermeladas en Cérdoba, Tucuman y Mendoza entre
otras provincias. La capital o zona nlcleo de este frutal estd en Villa Mercedes,
departamento Jachal con el mayor porcentaje de superficie implantada (Departamento de

Hidraulica 2007).

A partir del mesocarpio y semillas del membrillo se elaboran tradicionalmente dulces
tipo pan, mermeladas y jaleas, que forman parte de la economia regional de la provincia.
El dulce de membrillo rubio a fines del 2016 se convirtid6 en el 8° producto con
Denominaciéon de Origen reconocido en el pais; y el 2° para la provincia de San Juan.
Esto permite dar un valor agregado a la produccion (PROCAL 2016, SAGyP 2018). Por
ello es importante la sanidad del fruto ya que se genera un gran descarte de produccion

debido al ataque de plagas, principalmente la “carpocapsa”.

Cydia pomonella (L.), conocida cominmente como “carpocapsa”, “Polilla de la
Manzana” y “Gusano de la Pera y la Manzana”, pertenece al orden Lepidoptera y familia
Tortricidae (Cichon et al. 2015). Es considerada una plaga olifaga (Wearing et al. 2001,
Casado 2007), sus principales hospederos son los frutales de pepita (peras, manzanas y
membrillos) y nogales, y se encuentra en la mayoria de las regiones donde estan presentes
estos cultivos (Fernandez 2012, Cichdn et al. 2015). Se alimenta de la pulpa y las semillas
de la fruta, y en ocasiones temporalmente de follaje (Urretabizkaya et al. 2010). También
se cita a la plaga atacando a frutales como ciruelos, durazneros, nectarinas, damascos y

granados (Marti Marti 2000, Fernandez 2012).

Esta plaga puede presentar varias generaciones (especie multivoltina) en una
temporada (Casado 2007, Urretabizkaya et al. 2010, Quintana & Coélica 2011). En nuestro

pais presenta 3 generaciones anuales, y hasta 4 en el Alto Valle de Rio Negro



(Urretabizkaya et al. 2010). Son insectos que no pueden regular la temperatura corporal,
por lo que su desarrollo es determinado por condiciones climaticas, entre las cuales la
temperatura tiene mayor importancia. El ciclo bioldgico de carpocapsa depende de un
tiempo fisioldgico calculado en funcion de la acumulacion de grados-dias o carpogrados,
dentro de un umbral minimo de 10°C a uno maximo de 31°C. Debajo del minimo,
carpocapsa entra en diapausa, por encima del maximo, pasa a latencia (Casado 2007,
Quintana & Colica 2011, Fernandez 2012). La termo-acumulaciéon para una generacion
de huevo a adulto es de 562°D (45 a 55 dias) (Quintana & Colica 2011, Cichon et al.

2015).

Su ciclo bioldgico esta sincronizado con la fenologia del manzano, ya que es su
hospedero principal y evolucionaron juntos (Figura 1.1). En su ciclo bioldgico atraviesa
los estados de huevo, larva (con 5 estadios), pupa y adulto. Pasa el invierno como larva
madura diapausante (larva de quinto estadio), en un capullo en el tronco o ramas
principales del arbol huésped y en lugares protegidos, como en la hojarasca o heridas de
poda (Marti Marti 2000, Ferndndez 2012). En primavera, a partir de las larvas
diapausantes se forman pupas, luego emergen los adultos. El primer vuelo de adultos
puede coincidir con la floracion y caida de pétalos en frutales de pepita (Cichon 2004,
Cichon et al. 2015). El vuelo del adulto se describe en zig-zag con leves ascensos y
descensos, con desplazamientos de 11 a 50 metros (Cichén 2004). El vuelo puede ser
afectado por una serie de factores ambientales incluyendo la intensidad de la luz,
temperatura, humedad y movimientos de aire (Marti Marti 2000). La hembra atrae al
macho realizando un llamado mediado por la emision de una feromona. El macho localiza
a la hembra e inician el proceso de cépula (Geier 1963, Marti Marti 2000), la cual
predomina durante el atardecer, ya que los adultos son de habitos crepusculares

(Urretabizkaya et al. 2010). Luego del apareamiento, la hembra una vez fecundada,



realiza un reconocimiento del sitio adecuado para la oviposicion. Esto es sumamente vital,
ya que debe garantizar que la larva neonata pueda alimentarse y desarrollarse, y por
consiguiente la continuidad del ciclo (Jackson 1979, Marti Marti 2000). Esta localizacion
puede implicar el seguimiento de determinados estimulos, visuales, tactiles y olfativos

(Marti Marti 2000, Finch & Collier 2008, Carrasco et al. 2015).

Huevo Larva neonata Larva 5° Estadio Pupa Adulto

Figura 1.1. Estados bioldgicos de carpocapsa (Cydia pomonella L.)

La mayoria de los huevos son puestos en las hojas cerca de los frutos, aunque algunos
se pueden encontrar en lugares distantes de arboles, como en el follaje, o madera del arbol
huésped (Jackson 1979, Marti Marti 2000, Fernandez 2012, Cichén et al. 2015). La
hembra prefiere oviponer sobre superficies lisas, evitando las pubescentes o rugosas
(Marti Marti 2000, Casado 2007). La disposicion de huevos puede ser en solitario o en
grupos (Geier 1963, Wearing 2016). Los huevos miden aproximadamente 1,5 mm de
diametro y atraviesan 3 etapas de desarrollo embrionario. Por ser de apariencia traslucida
puede observarse lo que ocurre dentro, identificindose un estadio inicial denominado
“cremoso”, seguido por “anillo rojizo” y por ultimo “huevo cabeza negra” (Quintana &
Colica 2011). Las larvas recién nacidas o neonatas miden 1,5 mm de largo, son de color
blanco y poseen una cabeza predominante de color negra. Estas larvas neonatas no pueden
elegir entre potenciales hospederos porque se desplazan solamente en distancias muy
cortas y sobreviven en un breve periodo de tiempo sin alimentacion, ademés quedan

expuestas a factores ambientales y depredacion, por lo que deben localizar y penetrar las



frutas rapidamente (Jackson 1979, Marti Marti 2000). Por ello, la seleccion del huésped

se limita a la etapa del adulto.

El dafo se produce durante la fase larvaria, al ser una especie carpofaga, se alimenta
de la pulpa, las semillas de la fruta, y en ocasiones temporalmente de follaje (Figura 1.2).
El ataque de las primeras generaciones produce la caida del fruto, arruinando la cosecha
(Urretabizkaya et al. 2010, Quintana & Colica 2011). El punto de ingreso puede darse
entre dos frutos que estan en contacto, una herida o por la zona peduncular o calicinal
(Cichén 2004). Esta ultima es preferida en perales debido a la dureza de algunos
constituyentes de la epidermis de los frutos (Cichén et al. 2015), donde se sugiere que
podria estar relacionado a concreciones de calcio (esclereidos). Una vez que la larva
neonata localiza el fruto, realiza una galeria en donde muda al segundo estadio. La larva
de segundo estadio se dirige directamente a la zona donde se encuentran las semillas
(Quintana & Coélica 2011, Cichén et al. 2015). Generalmente no se encuentran mas de
una larva por fruto, en algunos casos presentan canibalismo (Urretabizkaya et al. 2010).
Las larvas mudan del cuarto al quinto estadio alimentdndose de la pulpa (Cichon et al.
2015). Las galerias internas se van tapando de pulpa deteriorada y excrementos de las
larvas, dafiando los frutos estéticamente y disminuyendo su calidad, lo cual impide la
venta en fresco, provocando pérdidas econdmicas en etapa de produccion, empaque y en

la comercializacion (Fernandez 2012).

Figura 1.2. Fruto de membrillo con dafio de carpocapsa.



Las larvas maduras de quinto estadio miden entre 12 y 18 mm de largo (Cichon et al.
2015). Permanecen dentro del fruto de 25 a 30 dias, luego lo abandonan para empupar,
por una nueva galeria o por la que ingresaron (Quintana & Coélica 2011, Cichon et al.
2015). En la bisqueda de un sitio adecuado para mudar o entrar en diapausa, estas larvas
maduras se desplazan por ramas y troncos a veces valiéndose de un hilo de seda que ellas
producen. Estas larvas empupan y emergen como la proxima generacion de adultos o
bien, pueden entrar en diapausa cuando las condiciones no son favorables (Cichon et al.

2015).

Las plantas emiten a la atmosfera constantemente compuestos volatiles biogénicos.
Estos son metabolitos secundarios y se generan en distintas partes, como hojas, brotes,
flores y raices. Incluyen especies quimicas como isopreno, terpenos, volatiles de hojas
verdes, carbonilos, 4cidos orgénicos, haluros, compuestos de azufre y benzenoides. En
las interacciones planta-insecto, los compuestos volatiles son reconocidos como claves
de senalizacion, especialmente por herbivoros y polinizadores (Dudareva et al. 2006,
Jamieson et al. 2017). Estas emisiones son complejas, una sola especie vegetal puede
emitir varias docenas de compuestos volatiles. Las emisiones de compuestos volatiles son
afectadas por diversos factores: predominando la diversidad genética, se pueden dar
variaciones entre la interaccion planta-ambiente. Se incluye ademads la temperatura, luz,
ataque por herbivoria, dafios mecanicos, el ciclo fenologico propio de cada especie
vegetal, sequia, precipitaciones y la humedad relativa (Dudareva et al. 2006, Casado

2007, Muhlemann et al. 2014).

Existen compuestos volatiles con el rol especifico de mediar el encuentro entre un
insecto plaga con individuos de su misma especie o con sus potenciales hospederos. Estos
compuestos se denominan semioquimicos y modulan interacciones intra e inter-

especificas entre diferentes organismos. Estos compuestos se dividen en dos grandes
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grupos: feromonas, las cuales se clasifican en funcién del comportamiento que generan,
como el apareamiento, agregacion y alarma; y los aleloquimicos que intervienen en las
relaciones entre individuos de diferentes especies. Del grupo de aleloquimicos se conocen
cuatro tipos: alomonas, kairomonas, sinomonas y antimonas (Schoonhoven et al. 2005,
Casado 2007). Las kairomonas son sustancias volatiles que cuando se perciben, generan
una respuesta fisioldgica o de comportamiento que beneficia al receptor y perjudica al

emisor (Casado 2007, Witzgall et al. 2008).

Se han realizado varios estudios sobre estos compuestos volatiles y la relacion que
establecen entre la carpocapsa y sus principales hospederos, el manzano y el peral. Mas
de trecientos compuestos se han identificado en manzano (Espino-Diaz et al. 2016)
(Espino-Diaz et al. 2016), incluso en diferentes estados fenologicos (Bengtsson et al.
2001). Determinados volatiles del manzano provocan una respuesta antenal en hembras
fecundadas para la oviposicion cerca de los frutos, y las larvas parecen poseer el aparato

sensorial necesario para detectarlos (Witzgall et al. 2008).

El (E,E)-a-Farneseno, uno de los compuestos mas abundantes en manzanas, provoca
una respuesta en hembras fecundadas para la oviposicion cerca de los frutos (Sutherland
& Hutchins 1972, Wearing & Hutchins 1973, Hern & Dorn 1999) y es atrayente en larvas
neonatas (Sutherland & Hutchins 1972, Hern & Dorn 1999, Landolt et al. 2000, Coracini
et al. 2004). El (E,E)-a-Farneseno también provoca atracciéon en machos adultos de
carpocapsa en tunel de viento y ensayos a campo, con mezclas sinérgicas con (E)-p-
Farneseno o (E,Z)-2,4-decadienoato de etilo (éster de pera) (Ansebo et al. 2004, Coracini
et al. 2004). El éster de pera es una kairomona que atrae ambos sexos de la carpocapsa
(Knight & Light 2001, Light et al. 2001). Se ha reportado como atrayente de hembras al
hexanoato de butilo en manzanas maduras en ensayos en tinel de vuelo y a campo (Hern

& Dorn 2004).
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El perfil de volatiles de los frutos cambia en respuesta al dafio por la plaga. En frutos
de manzano infestados con carpocapsa, las cantidades de (E,E)-a-Farneseno aumentaron
respecto a los frutos sanos (Landolt et al. 2000, Hern & Dorn 2002, 2004). También se
ha reportado que las larvas neonatas mediante herbivoria inducen la produccion de E)-p-
Ocimeno (Hern & Dorn 2002). Frutos que fueron dafiados por larvas de carpocapsa
fueron mas atractivos para larvas neonatas (Landolt et al. 2000, Hern & Dorn 2002) y
para las hembras fecundadas (Hern & Dorn 2002). Landolt et al. (2000) expresaron que
seria perjudicial para la larva neonata dirigirse hacia un fruto ocupado, pero quizas esto
se deba a que el (E,E)-a-Farneseno provoca atraccion a cortas distancias (Marti Marti
2000, Bengtsson et al. 2001), siendo mas percibidos los frutos dafiados, los cuales emiten

mayores cantidades del volatil, comparativamente con los sanos.

En frutos del membrillo, el componente mayoritario en aceites esenciales de frutos es
el (E,E)-a-Farneseno (Shimizu & Yoshihara 1977, Tsuneya et al. 1983, Tateo & Bononi
2010). En menor proporcidn se encuentra el acetato de (E,Z)-2,4-decadienilo (Shimizu &
Yoshihara 1977). Sin embargo, no hay publicaciones cientificas sobre las posibles
respuestas e interacciones que pueden generar estos volatiles entre la carpocapsa y el
membrillo y si estos varian en proporcion en los distintos cultivares y con la fenologia
del cultivo. A nivel local, en la provincia de San Juan, se realiz6 un estudio preliminar
sobre esta interaccion en la que se evaluo la preferencia de oviposicion por parte de
hembras fecundadas y la eleccion de larvas neonatas frente a cuatro cultivares de

membrillo (Gémez et al. 2023).

El uso intensivo de insecticidas de amplio espectro data de hace muchos afios para el
control de distintas plagas y de carpocapsa. Este tipo de control condujo a problemas
ambientales y de salud, la aparicion de poblaciones resistentes, y los brotes de plagas

secundarias (Casado 2007). En los ultimos afios se observo una tendencia al control de
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carpocapsa mediante la técnica de confusion sexual, sin embargo, posee limitaciones, no
es eficaz a altas densidades de poblacion y presenta problemas de inmigracion de hembras
apareadas, situacion que debe ser controlada mediante el tratamiento de campos
adyacentes (Witzgall et al. 2008). En la Gltima década se ha registrado un cambio en el
uso de agroquimicos para el control de la carpocapsa, propiciado por las limitaciones en
el uso de insecticidas de amplio espectro, especialmente los organofosforados (Fernandez
2012). Anualmente a nivel mundial las plagas provocan importantes pérdidas para la
agricultura, y por ello es importante lograr nuevos métodos de control, mas eficaces, y
sobre todo mas respetuosos con el medio ambiente, que permitan el desarrollo de una

agricultura sostenible (Vacas Gonzales 2011).

La busqueda de estrategias de control amigables con el medio ambiente durante mucho
tiempo ha sido abordada principalmente a partir de productos de origen natural, incluidas
las feromonas de insectos y aleloquimicos de plantas. El uso de técnicas que emplean
feromonas ya estd bien documentado, pero las hembras de carpocapsa basicamente no se
ven afectadas en las técnicas de confusion sexual o captura masiva con mezclas de
feromonas sintéticas. Los volatiles que producen las plantas son cruciales para la

busqueda de hospedantes y la reproduccion de los insectos fitofagos.

En un contexto global de cambio climatico, la dindmica de los insectos plagas se ve
alterada, afectando la produccién de cultivos (Witzgall et al. 2008, Jamieson et al. 2017,
Deutsch et al. 2018, Taylor et al. 2018). Debido a esto, el control de plagas es un desafio
urgente, en donde alternativas de control de la carpocapsa en base a los distintos
comportamientos que generan los semioquimicos, pueden dar lugar al desarrollo
sostenible en producciones agricolas. Para ello es necesario estudiar y evaluar el potencial
de los compuestos volatiles de los hospederos, las proporciones que producen y el perfil

que pueden ofrecer los distintos cultivares cultivados. Para el cultivo del membrillo, esta
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informacion estd ausente en la comunidad cientifica y a la vez generaria una
revalorizacion en el sector fruticola de la provincia y de la region, al producir mayor
cantidad de frutos sanos de calidad sumando el empleo de técnicas de control amigables

con el medio ambiente.

Con el presente trabajo de tesis se pretende identificar y caracterizar los compuestos
volatiles presentes en flores, hojas y frutos de distintos cultivares de membrillo, durante
el ciclo fenologico desde floracion hasta maduracion. También se evalua la preferencia
de carpocapsa frente a los distintos cultivares siguiendo el ciclo bioloégico de la plaga. La
investigacion realizada busca contribuir a la generacion de conocimientos cientifico a
nivel nacional con proyeccion al ambito internacional sobre la interaccidon membrillo-

carpocapsa.
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1.2. Hipétesis

a)

b)

d)

2)

h)

El perfil de compuestos voldtiles varia con las distintas etapas fenologicas del
membrillo.

La eleccion del sitio para la oviposicion difiere segun la preferencia de las hembras
fecundadas de carpocapsa. Esta eleccion también es diferente entre los distintos
cultivares y las etapas fenoldgicas del membrillo.

La respuesta de oviposicion de las hembras de carpocapsa es diferente entre cultivares
y las etapas fenologicas del membrillo.

La respuesta de eleccion de las larvas neonatas de carpocapsa es distinta entre
cultivares y las etapas fenoldgicas del membrillo.

El perfil de volatiles en los frutos infestados por carpocapsa es distinto en
comparacion con los frutos sanos.

Los frutos infestados por carpocapsa son mas atractivos para la oviposicion.

Los frutos infestados por carpocapsa son mas atractivos para la eleccion de larvas
neonatas.

La predisposicion del membrillo a ser atacado por carpocapsa es diferente entre

cultivares.
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1.3.0bjetivo general

Determinar el perfil de compuestos volatiles presentes en la fenologia en curso, de

diferentes cultivares de membrillo, a efectos de evaluar el comportamiento de individuos

de carpocapsa frente a ellos.

1.3.1. Objetivos especificos

a)

b)

d)

g)

Determinar el perfil de compuestos volatiles en: hojas, flores y frutos de cuatro
cultivares de membrillo, en las etapas fenologicas del cultivo y sin la exposicion a
la plaga. Capitulo 2.

Determinar la preferencia de oviposicion de hembras fecundadas de carpocapsa,
entre hojas y frutos en las diferentes etapas fenoldgicas del cultivo. Capitulo 3.
Evaluar la respuesta de oviposicion y eleccion frente a cuatro cultivares, por parte
de hembras fecundadas. Capitulo 3.

Evaluar la respuesta de preferencia de larvas neonatas de carpocapsa, frente a cuatro
cultivares, en diferentes etapas fenoldgicas. Capitulo 3.

Determinar el perfil de volatiles de frutos infestados y hojas expuestas a la plaga, en
etapa de frutos en crecimiento y en maduracion. Capitulo 4.

Determinar la preferencia de oviposicion de hembras de carpocapsa entre frutos
sanos e infestados, en etapa de maduracion. Capitulo 4.

Evaluar la respuesta de preferencia de larvas neonatas entre frutos sanos e

infestados, en etapa de maduracion. Capitulo 4.



CAPITULO 2

Variacion del perfil de compuestos volatiles de cultivares de membrillo en diferentes

etapas fenologicas

15
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2.1. Introduccion

En el ambito de las interacciones entre plantas e insectos, se ha identificado que los
compuestos volatiles desempefian un papel crucial en la senalizacion (Heard 1999, Finch
& Collier 2008, Carrasco et al. 2015). Es posible que una tnica planta genere emisiones
de compuestos volatiles de gran complejidad (Carrasco et al. 2015). Diversos factores
pueden influir en estas emisiones, incluyendo la diversidad genética y las variaciones en
la interaccion entre la planta y su entorno. Entre estos factores se encuentran la
temperatura, la luz, los ataques de herbivoros, los dafios mecénicos, el ciclo fenologico
de cada especie vegetal, la sequia, las precipitaciones y la humedad relativa (Casado 2007,

Muhlemann et al. 2014, Espino-Diaz et al. 2016).

El encuentro entre un insecto plaga con individuos de su misma especie o con sus
potenciales hospederos, estd sefializado y facilitado por compuestos volatiles. Estos
compuestos se conocen como “semioquimicos” (Casado 2007, Bakthavatsalam 2016).
Las kairomonas son semioquimicos volatiles que cuando se perciben, generan una
respuesta fisiologica o de comportamiento que beneficia al receptor (insectos herbivoros)
y perjudica al emisor (plantas) (Schoonhoven et al. 2005, Casado 2007, Witzgall et al.

2008, Suckling 2015).

Una de las plagas de frutales de pepita a nivel mundial mas importante, es la
carpocapsa. La hembra fecundada de carpocapsa realiza la localizacion del hospedero y
el reconocimiento del sitio adecuado para la oviposicion. Esta localizacion puede implicar
el seguimiento de determinados estimulos, visuales, tactiles y semioquimicos (Marti
Marti 2000). Esto es sumamente vital para la alimentacién y desarrollo de la larva
neonata, y por consiguiente la continuidad del ciclo (Jackson 1979, Marti Marti 2000). El

dafio se produce durante la fase larvaria, ya que se alimenta de la pulpa, de las semillas
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de la fruta, y en ocasiones temporalmente de follaje. El ataque de las primeras

generaciones produce la caida del fruto, afectando la cosecha (Urretabizkaya et al. 2010).

Para conocer el riesgo potencial de esta plaga, el monitoreo fue necesario para la
deteccion temprana antes de que ocurra el dafio. Esto lleva tiempo, esfuerzo y requiere un
grado de sincronizacidn entre las tareas a realizar y el ciclo real de la plaga en el campo
(Cichon 2004, Fernandez 2012). El descubrimiento, sintesis y uso de las feromonas
sexuales para el monitoreo logré una aproximacion al control de carpocapsa (Fernandez
2012, Knight et al. 2018, Preti et al. 2021). En la biisqueda de compuestos quimicos que
logren superar estas dificultades, muchos trabajos se orientaron en los compuestos
volatiles de su principal hospedero, el manzano. En este contexto el (E,E)-a-Farneseno
fue el principal candidato, pero dada su naturaleza quimica, lo hace un compuesto
inestable para su aplicacion en campo (Cavill & Coggiola 1971, Light et al. 2001). El
(E,E)-a-Farneseno por mucho tiempo fue reconocido como la kairomona principal de
carpocapsa, atrayendo adultos y larvas. En investigaciones posteriores se descubre el
(2E,4Z)-Decadienoato de Etilo, conocido comercialmente como PE o éster de pera (Light
& Knight 2005). Este hallazgo sirvié para detectar con mayor precision el vuelo de los
adultos de carpocapsa, ya que es una potente kairomona que atrae ambos sexos (Knight
& Light 2001, Light et al. 2001). Varios volatiles del manzano provocan una respuesta
electroantenografica en machos y hembras de carpocapsa (Bengtsson et al. 2001,
Béackman et al. 2001, Ansebo et al. 2004, Casado et al. 2006). Entre los compuestos
activos para hembras de carpocapsa se encuentran: (E,E)-o-Farneseno, (Z,E)-a-
Farneseno, (E)-B-Farneseno, 3-Cariofileno, D-Germacreno, B-Mirceno, 3-Pineno, (E)-3-
Ocimeno, (Z)-3-Hexenol, Acetato de (Z)-3-Hexenol, Salicilato de metilo, Octanal,
Decanal y Nonanal (Bengtsson et al. 2001, Biackman et al. 2001, Ansebo et al. 2004,

Witzgall et al. 2005, Casado et al. 2006, El-Sayed et al. 2013). Ademas, pruebas de



18

captura en campo han demostrado que el B-Cariofileno y el Limoneno atraen a hembras

de carpocapsa (Landolt & Guédot 2008).

Mas de trescientos compuestos volatiles se han identificado en el manzano (El Hadi et
al. 2013, Espino-Diaz et al. 2016), incluso en diferentes etapas fenologicas (Bengtsson et
al. 2001, Rapparini et al. 2001, Vallat & Dorn 2005, Casado et al. 2006). También se han
realizado estudios en otros hospederos como el peral (Miller et al. 1989, Baraldi et al.
1999, Najar-Rodriguez et al. 2013) y el nogal (Buttery et al. 2000, Casado et al. 2008,
Lee et al. 2011). Sobre el membrillo como hospedero, hasta el momento hay un primer
trabajo local que caracterizé la composicion de volatiles (Lopez et al. 2022). También se
evalud la preferencia de oviposicion de hembras y eleccion de larvas neonatas de

carpocapsa (Gomez et al. 2023).

El membrillo es uno de los principales cultivos fruticolas de la provincia de San Juan
(INDEC 2021). A fines del 2016, el dulce de membrillo rubio se convirtié en el 8°
producto con Denominacion de Origen reconocido en el pais; y el 2° para la provincia de
San Juan. Por ello es importante la sanidad del fruto ya que se genera un gran descarte de
produccion debido al ataque de plagas, principalmente la “carpocapsa”. Los cultivares de
membrillo INTA 37, INTA 117, INTA 147, son el producto de un plan de mejora genética
que llevo a cabo el Ing. Fernando Roby en la década del 60, en la Estacion Experimental
Agricola INTA-Mendoza, Argentina. El cultivar INTA 147, se destaco por ser el mas
productivo y uno de los comercializados en viveros certificados (Célica 2017). El cultivar
mas difundido entre provincias es Champion, muchas veces llamado “Criollo” (Ing. Juan

José Colica, comunicacion personal).

Es evidente que los volatiles atrayentes no son siempre los mismos en todos los

hospederos ni tampoco estan presentes todo el tiempo (Bengtsson et al. 2001, Casado et
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al. 2006, Lu et al. 2014). Al ser una plaga olifaga, la identificacion de los volatiles del
membrillo y la respuesta comportamental de carpocapsa, podrian indicar posibles
kairomonas de uso en otros hospederos. En este capitulo, el objetivo principal es
determinar el perfil de compuestos volatiles en el membrillo segin el desarrollo
fenologico del cultivo. Para ello se analizaron hojas, flores y frutos de cuatro cultivares
de membrillo, sin exposicion a la plaga. Este trabajo representa el primer aporte cientifico

sobre la evaluacion de compuestos volatiles en membrillo en distintas etapas fenoldgicas.

2.2. Materiales y Métodos
2.2.1. Material vegetal

Se dispuso de un pequeio monte con membrillo (Cydonia oblonga Mill.) de 30 afios
y 720 m? de superficie, implantados en el campo anexo de la Estacion Experimental
Agropecuaria de INTA, provincia de San Juan, departamento Pocito. El monte esta
estructurado con tres hileras implantadas con orientacion Norte-Sur, bajo la
denominacion de una coleccion de cultivares de membrillos. El marco de plantacion es
de 5 metros entre hileras y 3 metros entre plantas. El riego implementado en el monte es
de doble surco a 50 cm del pie de cada planta, el sistema de conduccion es en vaso con 4
0 5 brazos y la altura es de 2,5 m hasta los 4 m, segun el vigor de cada cultivar. Los
cultivares elegidos para esta tesis son los siguientes: Champion, INTA 37, INTA 117 e

INTA 147, con 8 plantas cada uno (Figura 2.1).
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NORTE
Champion INTA 37
Champion INTA 37
Champion INTA 37
Champion INTA 37
Champion INTA 37
Champion INTA 37
Champion INTA 37
Champion INTA 37
INTA 117
INTA 117
INTA 117
INTA 117
INTA 117
INTA 117
INTA 117
INTA 117

SUR

Figura 2.1. Mapa y distribucién de la coleccion de cultivares de membrillo. Campo experimental
INTA-San Juan. Cada recuadro indica una planta por cultivar.

Para la caracterizacion del perfil de volatiles de los cultivares en las diferentes etapas
fenologicas, se necesitd que el material vegetal se encuentre en estado sano (sin
infestacion por carpocapsa). Para mantener el material vegetal sano, se colocaron bolsas
confeccionadas a partir de tela color blanco tipo voile (Figura 2.2). El tramado de esta tela
no permite el ingreso ni salida de larvas neonatas y de individuos adultos de carpocapsa,
ni de otra especie, pero si el paso de luz y aire. Se midi6 la transmitancia de las bolsas.
Para ello se tomaron cinco medidas en el lado este y cinco en el lado oeste de cada hilera.
Se realizaron en el sector medio-alto de cada planta, mediante el uso de una barra
integradora de flujo de luz fotosintética (Apogee Instruments Inc. Model QMSS). Las
medidas se realizaron sobre la canopia a las 12:30 h en el mes de enero. La transmitancia

PAR de las bolsas fue de 0,78 + 0,03.

Se colocaron bolsas cilindricas de una longitud de 0,80 m y un didmetro de 0,35 m.

Estas se colocaron posterior a la antesis del 50% de las flores, para asegurar la
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polinizacion, fecundacion y cuaje. Se embolsaron ramas que presentaron expresion
vegetativa similar, expuestas al sol y orientadas en el lateral este y oeste de cada hilera.
Se seleccionaron las ramas del sector medio-alto de cada planta, debido a la preferencia
de vuelo de carpocapsa. Se embolsaron cuatro ramas por planta, colocando dos bolsas a
cada lado de la hilera. Se mantuvieron durante todo el ciclo productivo un total de treinta
y dos ramas embolsadas por cultivar. La longitud de las ramas fue de 0,70 m. Al momento
del embolsado la cantidad de frutos fue elevada, pero en época de fruto inmaduro, se
observé que ocurre una caida natural. Luego de esta caida, la cantidad de frutos fue entre

cinco y seis por rama. Se present6 una relacion de cuatro a cinco hojas por fruto.

Figura 2.2. Rama de membrillo cubierta con bolsa de tela para evitar la infestacion por carpocapsa.
Coleccion de cultivares de membrillo. Campo experimental INTA-San Juan.

2.2.2. Volatiles segun la fenologia del cultivo
Para realizar la caracterizacion del perfil de compuestos volatiles, las etapas fenoldgicas

se definieron segiin Martinez-Valero et al. (2001). Estas se detallan a continuacién:

a) Floracion: cuando el 80-90% de flores estuvieron abiertas. Esto ocurrid el 24 de

septiembre del 2018.
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b) Frutos en poscuaje-frutos inmaduros: entre 10 y 60 dias después de la floracion. Esto
ocurri6 el 12 de noviembre del 2018.

¢) Fruto en crecimiento: aproximadamente a los 150 dias después de la floracién. Esto
ocurri6 el 10 de febrero del 2019.

d) Maduracion: cuando los frutos pasaron del color verde amarillento a amarillo dorado.
En el membrillo esto ocurre aproximadamente entre los 200 y 220 dias después de la

floracién. Esto ocurri6 el 7 de abril del 2019.

En funcién de las etapas fenoldgicas se plantearon los ensayos segun el ciclo biologico

de carpocapsa (Figura 2.3).

Floracion === Poscuaje ===p- Fruto Inmaduro === Frutoen Crecimiento === Fruto en Maduracién

Figura 2.3: Representacion de las etapas fenoldgicas del membrillo bajo las cuales se caracterizaron los
volatiles y se hicieron los ensayos de comportamiento segin las curvas de vuelo de carpocapsa.
Elaboracion propia.

2.2.3. Metodologia general de extraccion de compuestos volatiles

Todas las muestras en las distintas etapas fenologicas fueron extraidas entre las 17:00
y 18:00 horas. Se procede con la metodologia al dia siguiente de la toma de muestras.

Como soporte del muestreo se utilizé un vial de 40 ml, de color caramelo y de 2,90 cm
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de didmetro por 8,20 cm de alto (Supelco ®). A continuacidon, se describe el
procedimiento del muestreo del material vegetal, realizado para la extraccion de los
compuestos volatiles de los cultivares elegidos, en las etapas fenoldgicas y organos

propuestos:

a) Muestra de Flores: Se realizd una muestra compuesta por cada cultivar de 20 flores,
en floracion. Luego se tomo una submuestra de 4 flores por cada cultivar, se pesaron,
y se las coloco sin aplastar, dentro de un vial, el cual se llend hasta la tercera parte de
su capacidad.

b) Muestra de Frutos: Se tomo6 una muestra compuesta de 8 frutos por cultivar, segun el
momento fenoldgico. De cada una se tomo una submuestra al azar de 4 frutos, estos
sin lavar fueron dispuestos para la toma de volatiles. Se extrajo de cada fruto un trozo
de 1 cm?®, con piel; se pesaron los 4 trozos y se colocaron dentro de un vial, sin
aplastar, el cual se llen6 hasta la tercera parte de su capacidad.

¢) Muestra de hojas: De una muestra de 20 hojas por cultivar, segun el momento
fenologico, se seleccionaron 6 hojas enteras sin lavar, aplastar y cortar, se pesaron y
se colocaron hasta llenar la tercera parte de su capacidad.

El pesado del material se realizé para que la eleccion y cantidad de material vegetal

dentro de los viales fuese homogénea.

Una vez colocado el material dentro del vial, inmediatamente se cerrd con una tapa
roscada provista de un septo de silicona con una capa de tefléon (Supelco ®). Se procesod
de a una por vez todas las muestras. Cada vial se ingres6 en un bafio maria termostatizado
a 30 °C, durante un tiempo denominado “de equilibrio” de 30 minutos. La extraccion de
volatiles se realiz6 mediante la técnica de microextraccion en fase solida (SPME, del
inglés Solid Phase Micro Extraction). Se insert6 en el septo del vial una fibra de

divinilbenceno/carboxen/polidimetilsiloxano (DVB/CAR/PDMS, marca Supelco) de 2
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cm de longitud y 50/30 um de espesor de fase. Se mantuvo al vial con la fibra insertada,
en el bafio termostatizado a 30 °C, durante un tiempo de 15 minutos, denominado “de
extraccion”. En ese tiempo la fibra adsorbe los volatiles del espacio cabeza dentro del vial
(HS, del inglés headspace). Finalizado el tiempo de extraccion de volatiles se retrajo la
fibra y se la insert6 en el puesto de inyeccion de un cromatdgrafo gaseoso acoplado a un
espectrometro de masas, durante 5 minutos (Figura 2.4) (Tateo & Bononi 2010, Diaz

Duarte 2018, Lopez et al. 2022).

2.2.4. Analisis quimico de volatiles

Los compuestos se analizaron en un cromatografo de gases (GC Perkin Elmer Serie
Clarus 580), directamente acoplado a un espectrometro de masas (MS Perkin Elmer
Clarus SQ8S); denominado GC-MS. El instrumento pertenece a la Catedra de Quimica
Organica, FCEFyN de la Universidad Nacional de Cordoba—IMBIV-CONICET. Para los
analisis, la inyeccion fue en modo splitless. Los compuestos volatiles fueron separados
en una columna capilar DB-5 MS, de 30 metros de largo, 0,25 mm de didmetro interno y
0,25 um de espesor de fase (marca Agilent). El programa de temperatura del horno fue:
temperatura inicial 50 °C, la cual se mantuvo durante 5 minutos. Luego se aumentd a
razén de 1°C por minuto, hasta alcanzar los 70°C y se mantuvo a esa temperatura durante
4 minutos. Finalmente se aument6 a razén de 6 °C por minuto, hasta alcanzar los 200°C.
El gas transportador fue Helio a una presion de 49.6 psi. La temperatura del inyector y
del detector FID se conservé a 250 °C y la linea de transferencia del GC a 200 °C. La
ionizacion se realiz6 en el espectrometro de masas en alto vacio y por impacto electronico
a 70 eV. Los cromatogramas se obtuvieron en modos ‘‘scan’’, el cuadruplo de 50 m/z a

300 m/z (scan time: 0.2 s, inter-scan time: 0.1 s) (Diaz Duarte 2018, Lopez et al. 2022).
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Figura 2.4. Izquiefda: extraccion de volatiles mediante SPME. Cromatografo gaseoso acoplado a
espectrometro de masas (GC-MS). GC Perkin Elmer Serie Clarus 580, MS Perkin Elmer Clarus SQ8S.

2.2.5. Identificacion general de volatiles

La identificacion de los volatiles se realiz6 por comparacion de los espectros de masa
con las librerias Adams (2017) y NIST (v. 2009). Se utiliz6 el software AMDIS (v. 2012),
y por correspondencia con espectros de masa de literatura. Se determino el tiempo de
retencion de los compuestos volatiles, relativos a una serie normal de alcanos (alcanos de
cadena C6-C18). La abundancia de cada compuesto detectado e identificado se cuantifico
con el area relativa por pico de cada cromatograma. Valores de abundancia menores al
0,05% se consideraron traza. Se realizd la identificacion de los compuestos que en
literatura se describen como kairomonas (K) y los que tienen actividad
electroantenografica (EAG+), particularmente para hembras de carpocapsa. En el Cuadro
2.1, se detallan los compuestos de literatura que coinciden con los identificados en

membrillo.
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Cuadro 2.1: Compuestos con actividad kairomona y electroantenografica para hembras
de carpocapsa, segun los antecedentes en la literatura.

Compuesto

Actividad

Referencias

(Z)-3-Hexenol

Limoneno

Acetato de hexilo
Benzaldehido

B-Mirceno
(E)-B-Ocimeno

Acetato de (Z)-3-Hexenol
Nonanal
6-Metil-5-Hepten-2-ona

Decanal

(E,E)-a-Farneseno

(Z,E)-o-Farneseno

2-Hexenal
Octanal

Salicilato de Metilo
B-Pineno

D-Germacreno

B-Cariofileno

EAG+

K/EAG+

EAG+
EAG+
EAG+
EAG+
EAG+

EAG+
EAG+
EAG+

K/EAG+

EAG+

EAG+
EAG+

EAG+
EAG+
EAG+

K/EAG+

Bengtsson et al. (2001), Ansebo et al. (2004), Casado
et al. (2006)

Witzgall et al. (2005), Casado et al. (2006), Landolt
& Guédot (2008)

Casado et al. (2006)
Casado et al. (2006)
Casado et al. (2006)
Witzgall et al. (2005)

Witzgall et al. (2005), Casado et al. (2006)
Witzgall et al. (2005), Casado et al. (2006), El-Sayed
etal. (2013)

Casado et al. (2006)

Casado et al. (2006), El-Sayed et al. (2013)
Bengtsson et al. (2001), Béickman et al.(2001),
Ansebo et al. (2004), Witzgall et al. (2005), Landolt
& Guédot (2008), El-Sayed et al. (2013)

Bengtsson et al. (2001), Backman et al. (2001), El-
Sayed et al. (2013)

Casado et al. (2006)

Casado et al. (2006)
Bengtsson et al. (2001), Backman et al. (2001),
Casado et al. (2006), El-Sayed et al. (2013)

Casado et al. (2006)

Bengtsson et al. (2001), Biackman et al. (2001),
Witzgall et al. (2005)

Bengtsson et al. (2001), Casado et al. (2006), Landolt
& Guédot (2008)

K: kairomona. EAG+: compuesto con actividad electroantenografica. Determinado por GC-MS,
Cromatografia gaseosa acoplada a espectrometro de masas (GC-MS), con posterior analisis en Deteccion
Cromatografica-Electroantenografica de Gases (GC-EAD).

Se realiz6 el analisis multivariado de componentes principales para analizar la relacion

entre grupos quimicos de volatiles y los cultivares. Se promediaron las proporciones de

cada compuesto entre los 6rganos analizados en cada cultivar (flores y hojas o frutos y

hojas). Se calcul¢ la similitud entre cultivares teniendo en cuenta la distancia “Euclidea”.

Los anadlisis se realizaron con el programa InfoStat version 2020p.
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2.3. Resultados

A continuacion, se detallard por apartado, la caracterizacion del perfil de compuestos
volatiles en cada etapa fenoldgica planteada. En forma general, se identificaron grupos
quimicos como Hidrocarburos (alcanos y alquenos: HC), Tioles (TI), Alcoholes (AL),
Aldehidos (AH), Cetonas (CT), Acidos Organicos (AC), Esteres (ES), compuestos con
un anillo aromatico (AR), Norisoprenoides (N), Monoterpenos (MT) y Sesquiterpenos
(SQ). De estos grupos quimicos, algunos compuestos no fueron detectados (nd) en las
muestras de flores, frutos y hojas de todos los cultivares. Para todas las etapas se logro

una identificacion entre el 81,14% y 99,97% del area total de los cromatogramas.

2.3.1. Caracterizacion del perfil de compuestos volatiles en Etapa de Floracion

2.3.1.1.Perfil general de volitiles

En las muestras de flores y hojas de todos los cultivares recolectados en etapa de
floracidn, se observéd que la mayor proporcion de compuestos volatiles, corresponden al
grupo de ésteres y sesquiterpenos. En cada grupo se identificaron diez compuestos
diferentes. Se observd que las proporciones de ésteres fueron mayores en hojas y las de
sesquiterpenos en las flores de todos los cultivares (Cuadro 2.2). El area total identificada

entre todos los cultivares varid desde un 81,14% hasta un 99,95%.

El analisis de componentes principales sobre la base de la relacion entre los grupos
quimicos y los cultivares de membrillo explicé el 93,10% de la variabilidad total (Figura
2.5). En el primer componente del andlisis, los alcoholes y sesquiterpenos son
mayoritarios en los cultivares Champion e INTA 117. En el segundo componente, los
hidrocarburos y ésteres predominaron el cultivar INTA 147 y los monoterpenos en el

INTA 37. Los cultivares Champion ¢ INTA 117 son mas similares entre si en relacion
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con sus grupos quimicos. Los cultivares INTA 37 ¢ INTA 117 son los mas disimiles entre

si, teniendo en cuenta la composicidon quimica.

Cuadro 2.2: Principales grupos quimicos del perfil de volatiles presentes en flor y
hoja de cuatro cultivares de C. oblonga en la etapa de floracion. Determinado por
HS-SPME y GC/MS. La abundancia corresponde a la suma de todos los compuestos
segun su grupo quimico.

N° de Champion INTA 37 INTA 117 INTA 147
compuestos Flor Hoja Flor Hoja Flor Hoja Flor Hoja

Grupos quimicos

Esteres 10 1,70 67,22 10,61 98,83 14,89 71,03 25,12 97,10
Sesquiterpenos 10 94,82 8,03 38,73 0,33 73,30 547 52,56 0,001
Hidrocarburos 6 0,70 4,57 4,62 0,06 1,12 1,34 9,63 0,004
Tioles 1 1,95 4,06 11,83 0,001 - - 234 -
Alcoholes 2 0,01 630 085 0,554 185 433 0,11 278
Aromaticos 2 037 1,16 487 0,04 088 0,15 6,12 0,005
Monoterpenos 2 0,03 232 553 005 1,62 0,05 0,77 0,01
Aldehidos 5 - 027 1,75 - 037 004 1,10 0,06
Acidos organicos 1 023 - 235 - 0116 - - -

%Area total identificada 99,81 93,93 81,14 99,85 94,20 82,41 97,73 99,95

Se consider6 traza a compuestos con una abundancia relativa menor al 0,05%.

4,00+ .
Hidrocarburos
, ot
Esteres INTA 147
2.00- Aromaticos ©
2
é 0,00/ INTA 117
: INTA 37 . Alcoholes
@) O Champion  Sesquiterpenos
Aldehidos Tioles
-2,001 |
Acidos organicos
Monoterpenos
-4,00" : : . .
-4,00 -2,00 0,00 2,00 4,00

CP 1 (64.8%)

O Cultivares de membrillo —@&—Grupos quimicos

Figura 2.5. Analisis de Componentes Principales de los grupos quimicos de volatiles presentes en flores
y hojas de cuatro cultivares de C. oblonga en floracion. En amarillo se representan los cultivares y en
verde los grupos quimicos. El analisis se realizo con el software Infostat (V. 2020p).
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Se identificaron un total de treinta y nueve compuestos volatiles diferentes (Cuadro
2.3). De los compuestos identificados, veintidds ocurrieron en proporciones menores al

0,05%, las cuales fueron consideradas trazas.

El cultivar con el perfil de volatiles mas variado fue Champion, con un total de treinta
compuestos quimicos diferentes, representando un 99,81% y 93,93% del area total entre
flores y hojas respectivamente. El cultivar INTA 147 fue el del perfil de volatiles menos
variado en hojas, con veinte compuestos volatiles diferentes, pero con un area mayor al

resto con un valor del 99,95% (Cuadro 2.3).

Entre todos los cultivares se observd que la mayor proporcion relativa de ésteres
corresponden al Acetato de (Z)-3-Hexenol, fue mas abundante en hojas en comparacion
con las flores. Este compuesto fue mayoritario en las hojas de los cultivares INTA 147
(Apéndice Figura 1) e INTA 37, con una proporcion del 96,40% y 95,99%,
respectivamente. En las flores de todos los cultivares, este compuesto se encontrd en
proporciones menores en comparacion a lo hallado en hojas. De este compuesto, los
cultivares Champion e INTA 147 tuvieron valores menores de abundancia relativa con
un 0,08% y 0,34% respectivamente (Cuadro 2.3). El Ester Ciclohexilmetil Isobutilico del
acido Sulfuroso, se encontré con mayor proporcion en las flores del cultivar INTA 147,

con un valor de 24,54%.

Los sesquiterpenos siguieron en mayor proporcidon entre cultivares, en donde
predomino el (E,E)-a-Farneseno en las flores. En flores del cultivar Champion (Apéndice
Figura 2), este compuesto presentd una abundancia relativa del 94,05%, siendo mayor en
comparacion con el resto de los cultivares. Este compuesto también estuvo presente en
las hojas de todos los cultivares, pero en menor proporcion. El B-Cariofileno estuvo

presente mayoritariamente en las hojas del cultivar Champion con un 4,87%. Luego en
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las hojas de los cultivares INTA 37 ¢ INTA 117, con 0,33% y 0,11% respectivamente. En
el cultivar INTA 147 solo se presento6 en las flores, con un 0,86%. El D-Germacreno se
presento solo en las hojas del cultivar Champion, con un 0,86%. En este cultivar se
registro un 0,76% de (Z)-B-Farneseno en las flores y un 0,08% de (Z,E)-a-Farneseno en
las hojas. Del (Z,E)-a-Farneseno se encontré un 1,18% y un 0,07% respectivamente en

flores y hojas del cultivar INTA 117.

Soélo se registraron dos compuestos del grupo de alcoholes, el (Z)-3-Hexenol estuvo
presente en todas las muestras mas abundante en las hojas. En hojas del cultivar
Champion, este compuesto tuvo una abundancia de 6,30%, siendo un valor mayor a lo

hallado en los otros cultivares.

Se identificaron dos monoterpenos, de los cuales el (E)-B-Ocimeno fue abundante en
las muestras de flores en comparacion a las hojas, excepto en el cultivar Champion. Otro
monoterpeno encontrado fue el Limoneno, en proporciones de 1,36% en flores del

cultivar INTA 37 y de 0,80% en hojas de Champion.

Del grupo de aldehidos, el Benzaldehido fue el mayoritario en flores del cultivar INTA
37, con un 0,87%. Luego se registré un 0,37% en flores del cultivar INTA 117, 0,27% en
hojas del cultivar Champion y una cantidad traza en hojas del cultivar INTA 117. El

Decanal solo estuvo presente en las flores del cultivar INTA 37 con un 0,30%.

2.3.1.2.Cultivares segun su actividad electroantenogrdfica y de kairomonas

En esta etapa fenoldgica se han identificado doce compuestos con actividad
electroantenografica (EAG+) para hembras de carpocapsa entre todos los cultivares
(Cuadro 2.3). En orden de aparicion segun los tiempos de retencion, se observaron los

compuestos: (Z)-3-Hexenol, Benzaldehido, Acetato de (Z)-3-Hexenol, Limoneno, (E)-[3-
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Ocimeno, (3Z)-Butanoato de hexenilo, Decanal, B-Cariofileno, (Z,E)-a-Farneseno, D-
Germacreno, (E,E)-a-Farneseno y (3Z)-Benzoato de hexenilo. De estos compuestos
electroantenograficos, los mas abundantes fueron el (E,E)-a-Farneseno y el Acetato de

(Z)-3-Hexenol en flores y hojas respectivamente.

De los once compuestos con actividad electroantenografica, se registraron tres
kairomonas (K) (Cuadro 2.3). En orden de aparicion segun los tiempos de retencion, se
observaron los compuestos: Limoneno, B-Cariofileno y el (E,E)-a-Farneseno. El (E,E)-

o-Farneseno fue la kairomona mas abundante en las flores de todos los cultivares.

A continuacién, se presentan los cultivares en funcién de la abundancia total de

compuestos electroantenograficos y de las kairomonas que registraron.

En primer lugar, el cultivar Champion registr6 la mayor proporcion y variedad de
compuestos electroantenograficos tanto en flores como en hojas, con abundancias de
94,17% (cuatro compuestos) y 80,59% (once compuestos) respectivamente. El
compuesto mas abundante con solo actividad electroantenografica fue el Acetato de (Z)-
3-Hexenol, con un 64,36% en hojas. Fue el unico cultivar que presento solo en las hojas,
abundancias de D-Germacreno y (3Z)-Benzoato de hexenilo con un 0,58% y un 0,08%
respectivamente. También presentd la mayor abundancia del (Z)-3-Hexenol en hojas, con
un 6,30% y cantidad traza en flores. El (E)-B-Ocimeno fue mayoritario en hojas con un
1,52%. Respecto a compuestos con actividad electroantenografica y kairomona, registro
cuatro compuestos, con abundancia de 94,06% en flores y de 7,10% en hojas. De estos
compuestos, el (E,E)-a-Farneseno fue mas predominante con un 94,06% en flores y
1,43% en hojas. También presenté mayor abundancia del B-Cariofileno en hojas, con un

4,87%. La abundancia en hojas del Limoneno fue de 0,80%.
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En segundo lugar, el cultivar INTA 117 registré una mayor proporcién y frecuencia
de compuestos electroantenograficos con abundancia de 82,76% en flores y de 76,03%
en hojas, con siete y ocho compuestos respectivamente. El compuesto mas abundante con
solo actividad electroantenografica fue el Acetato de (Z)-3-Hexenol, con un 66,29% en
hojas. Present6 al (Z)-3-Hexenol en hojas, con un 4,33% y con un 0,92% en flores. El
(E)-B-Ocimeno fue mayoritario en flores con un 1,62%. Es el Unico cultivar que registrd
al Decanal con una abundancia del 0,30% solamente en las hojas. En cuanto a las
kairomonas, también registr6 valores altos, con una abundancia de 72,12% en flores y de
5,29% en hojas, con una frecuencia de dos y tres compuestos respectivamente. La
kairomona mds predominante en este cultivar fue el (E,E)-a-Farneseno con un 71,25% y
el B-Cariofileno con un 0,86% en flores. El Limoneno se presentd solamente en hojas en

proporciones traza.

En tercer lugar, el cultivar INTA 147 registrd6 solo tres compuestos
electroantenograficos con una abundancia de 52,92% en flores y de 99,17% en hojas. De
estos compuestos el mas abundante fue el Acetato de (Z)-3-Hexenol, con un 96,40% en
hojas. Del (Z)-3-Hexenol present6d un 0,10% en flores y un 2,78% en hojas. El (E)-3-
Ocimeno solo fue mayoritario en flores con un 0,77%. La tnica kairomona presente en
este cultivar fue el (E,E)-a-Farneseno, con una proporcion de 52,48% en flores y valores

traza en hojas.

Por ultimo, el cultivar INTA 37 presentd seis compuestos electroantenograficos en
flores y cuatro en hojas, con proporciones del 43,27% y del 96,68% respectivamente. El
compuesto mas abundante con solo actividad electroantenografica fue el Acetato de (Z2)-
3-Hexenol, con un 95,99% en hojas. La proporcion del (Z)-3-Hexenol fue de 0,43% en

flores y de 0,54% en hojas. El (E)-B-Ocimeno fue mayoritario en flores con un 4,17%.
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Este cultivar fue el que menor proporcion de kairomonas obtuvo, con 39,83% en flores y
0,33% en hojas, con solo dos compuestos identificados. La kairomona mas predominante
en este cultivar fue el (E,E)-a-Farneseno con 38,46% en flores y valores traza en hojas.

Ademas, es el cultivar que mayor proporcion de Limoneno obtuvo, con 1,36% en flores.



Cuadro 2.3: Principales compuestos del perfil de volatiles presentes en flor y hoja de cuatro cultivares de C. oblonga en la etapa de floracion.
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Determinado por HS-SPME y GC/MS en una muestra compuesta de ocho plantas por cultivar. La abundancia de cada compuesto se encuentra
en proporcion relativa al total. nd: compuesto no detectado. Se considerd traza a compuestos con una abundancia relativa menor al 0,05%.

Tiempo Cultivares
Compuesto de  Indicede  Champion = INTA37  INTA117  INTA 147
Retencion Retencion
(min) Flor Hoja Flor Hoja Flor Hoja Flor Hoja
1 Etanotiol TI 1,7 528 1,95 4,06 11,83 0,001 nd nd 2,34 nd
2 Hexano HC 1,9 605 0,52 3,33 3,17 0,05 0,99 nd 5,44 nd
3 Acido etanoico AC 2,4 667 023 nd 235 nd 016 nd nd nd
4 2-propenilideno Ciclobuteno HC 3,7 759 0,06 0,51 0,51 nd nd 1,08 0,58 nd
5 (Z)-3-Hexenol (EAG+) AL 6,2 846 0,01 630 043 054 092 433 010 2,78
6 Hexanol AL 6,8 862 0,002 nd 0,42 nd 0,92 nd 0,01 nd
7 Estireno AR 7,8 885 0,03 0,87 0,81 nd 0,07 nd 0,06 nd
8 Ester tridec-2-inilico del 4cido 4-etilbenzoico ES 8,7 904 0,12 nd nd nd nd nd nd nd
9 (E,E)-2,4-hexadienal AH 8,8 905 nd nd nd nd nd nd nd 0,06
10 Benzaldehido (EAG+) AH 12,1 943 nd 0,27 0,87 nd 0,37 0,04 nd nd
11 Acetato de (Z)-3-Hexenol (EAG+) ES 15,8 985 0,08 06436 1,84 9599 8,17 66,29 034 96,40
12 Limoneno (K/ EAG+) MT 17,7 1013 nd 0,80 1,36 nd nd 0,04 nd nd
13 (E)--Ocimeno (EAG+) MT 19,7 1030 0,03 152 417 0,05 162 001 077 0,01
14 (3Z)- Butanoato de hexenilo (EAG+) ES 33,8 1191 nd 0,29 nd nd nd nd nd nd
15 Dodecano HC 34,6 1201 nd 0,20 0,24 nd nd 0,02 0,12 nd
16 Decanal (EAG+) AH 34,8 1202 nd nd 0,30 nd nd nd nd nd
17 (3Z)- 3-metil Butanoato de hexenilo ES 35,9 1234 nd 0,17 nd nd nd nd nd nd
18 (3Z)-Valerato de hexenilo ES 36,2 1240 nd 0,31 nd nd nd 0,69 nd 0,001
19 (2E)-Decenal AH 37,1 1260 nd nd 0,31 nd nd nd 0,47 nd
20 Tridecano HC 38,5 1304 0,05 0,14 0,36 nd 0,05 0,16 1,31 0,001
21 (2E)-Undecenal AH 40,4 1357 nd nd 0,26 nd nd nd 0,63 nd
22 a-Copaeno SQ 40,6 1371 nd 0,16 nd nd nd nd nd nd
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23 B-Bourboneno SQ 40,8 1387 nd 0,16 nd nd nd 0,03 0,08 nd
24 B-Cubebeno SQ 40,9 1387 nd 0,18 nd nd nd nd nd nd
25 Tetradecano HC 413 1401 0,07 0,27 0,34 0,004 0,07 0,08 2,18 0,003
26 Acetato de decilo ES 41,5 1409 nd nd 0,46 nd nd nd 0,14 nd
27 p-Cariofileno (K/ EAG+) SQ 41,7 1418 nd 4,87 nd 0,33 0,86 0,11 nd nd
28 (Z)-B-Farneseno SQ 41,7 1419 0,76 nd nd nd nd nd nd nd
29 (E)-a- Bergamoteno SQ 42,1 1434 nd nd 0,26 nd nd nd nd nd
30 (Z,E)-a-Farneseno (EAG+) SQ 42,1 1434 nd 0,08 nd nd 1,18 0,07 nd nd
31 a-cariofileno SQ 42.6 1456 nd 0,57 nd nd nd 0,11 nd nd
32 (E)-2-hexenil (E)-2-hexenoato ES 43,1 1468 nd nd nd nd nd nd 0,10 nd
33 D-Germacreno (EAG+) SQ 4373 1482 nd 0,58 nd nd nd nd nd nd
34 2-(2-Etilhexil) Tiofeno AR 434 1490 0,34 0,29 4,07 0,04 0,82 0,15 6,06 0,005
35 (E,E)-a-Farneseno (K/ EAG+) SQ 43,8 1504 94,06 1,43 3846 0,002 71,26 5,14 52,48 0,001
36 (3Z)-Benzoato de hexenilo (EAG+) ES 45,2 1565 nd 0,08 nd nd nd nd nd nd
37 Hexadecano HC 45.8 1602 nd 0,13 nd nd nd nd nd nd
38 Acetato de dodecilo ES 459 1609 nd nd 0,71 nd 1,60 nd nd nd
39 Ester ciclohexilmetil isobutilico del Acido ES 47,6 1697 1,50 201 7,60 2,84 5,12 405 2454 071
sulfuroso
Area total identificada 99,81 93,93 81,14 99,85 94,20 82,41 97,73 99,95
Champion INTA 37 INTA 117 INTA 147
Flor Hoja Flor Hoja Flor Hoja Flor Hoja
Frecuencia de Kairomonas (K) 1 3 2 2 2 3 1 1
Proporcion de Kairomonas 94,06 7,10 39,83 0,33 72,12 529 52,48 0,001
Frecuencia de compuestos EAG+ 4 11 7 5 7 8 4 4
Proporcion de compuestos EAG+ 94,18 80,59 4744 96,91 84,38 76,04 53,69 99,18

Grupos quimicos. TI: Tiol, HC: Hidrocarburos; AR: Aromatico; AC: Acido organico; AL: Alcoholes: ES: Esteres; AH: Aldehidos; MT: Monoterpenos;
SQ: Sesquiterpenos. Se marcaron en negrita, los compuestos considerados principales en abundancia relativa, presentes en casi todas las muestras. K:
compuestos con actividad de Kairomona y EAG+: compuestos con actividad electroantenografica en hembras de carpocapsa.
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2.3.2. Caracterizacion del perfil de compuestos volatiles en etapa de poscuaje a
fruto inmaduro

2.3.2.1.Perfil general de volidtiles

En muestras de frutos y hojas de todos los cultivares recolectados en etapa de poscuaje
a fruto inmaduro, se observd que la mayor proporcion de compuestos volatiles
correspondia al grupo de ésteres, alcoholes y monoterpenos. Se identificaron cuatro
compuestos diferentes en el grupo de ésteres y alcoholes, mientras que en el grupo de
monoterpenos se identificaron seis compuestos diferentes. Se observd que las
proporciones de ésteres fueron mayores en hojas y las de alcoholes y monoterpenos en
los frutos de todos los cultivares (Cuadro 2.4). El area total identificada entre todos los
cultivares vario desde un 97,10% hasta un 99,98%.
Cuadro 2.4: Principales grupos quimicos del perfil de volatiles presentes en fruto y
hoja de cuatro cultivares de C. oblonga en la etapa de poscuaje-fruto inmaduro.

Determinado por HS-SPME y GC/MS. La abundancia corresponde a la suma de todos
los compuestos segiin su grupo quimico.

Grupos quimicos Ne° de Champion INTA 37 INTA 117  INTA 147
compuestos Fruto Hoja Fruto Hoja Fruto Hoja Fruto Hoja
Esteres 4 6,27 96,24 18,07 91,70 42,14 97,16 42,32 97,33
Alcoholes 4 38,44 0,59 6535 0,79 37,61 2,74 4341 1,30
Monoterpenos 6 51,07 0,06 10,44 0,02 11,94 0,01 10,19 0,05
Hidrocarburos 3 0,03 239 0,07 7,39 1,33 0,08 0,76 0,62
Aromaticos 4 2,63 - 295 0,03 0,38 - 0,79 -
Sesquiterpenos 1 0,05 - 0,04 - 4,77 - 0,13 -
Aldehidos 3 0,17 - 0,18 - 0,01 - 1,98 -

%Area total identificada 98,66 99,29 97,10 99,93 98,17 99,98 99,58 99,30
Se consider6 traza a compuestos con una abundancia relativa menor al 0,05%.

El analisis de componentes principales sobre la base de la relacion entre los grupos
quimicos y los cultivares de membrillo explico el 80% de la variabilidad total (Figura
2.6). En el primer componente del andlisis, los ésteres y sesquiterpenos son mayoritarios

en los cultivares INTA 117 e INTA 147. En el segundo componente, los alcoholes e



37

hidrocarburos predominaron en el cultivar INTA 37 y los monoterpenos en el cultivar

Champion. Los cultivares INTA 117 e INTA 147 son mas similares entre si en relacion

con sus grupos quimicos. Los cultivares Champion e INTA 117 son los mas disimiles

entre si, teniendo en cuenta la composicion por grupos quimicos.

CP 2 (31,4%)

4,00+
Alcoholes
Hidrocarburos
2,004 INTA 37
Aldehidos INTA 147 .
Esteres
0,001
INTA 117
Sesquiterpenos
Aromaticos
-2,00; Champion
Monoterpenos
-4,00- I T 1 T 1
-4,00 -2,00 0,00 2,00 4,00

CP 1 (48,5%)

O Cultivares de membrillo —@—Grupos quimicos

Figura 2.6. Analisis de Componentes Principales de los grupos quimicos de volatiles presentes en hojas
y frutos de cuatro cultivares de C. oblonga en poscuaje a fruto inmaduro. En amarillo se representan los
cultivares y en verde los grupos quimicos. El analisis se realizo con el software Infostat (V. 2020p).

Entre las muestras de frutos y hojas de todos los cultivares recolectados en etapa de

poscuaje a fruto inmaduro se identificaron un total de veintiséis compuestos volatiles

(Cuadro 2.5). De los compuestos identificados, quince ocurrieron en cantidades

consideradas trazas (menores al 0,05%).

El cultivar con el perfil de volatiles mas variado fue INTA 37, con un total de veinte

compuestos quimicos diferentes entre hojas y frutos. El cultivar INTA 147 fue el del perfil
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de volatiles menos variado, con dieciséis compuestos diferentes. El perfil de volatiles

identificados en hojas de todos los cultivares, fue muy bajo con cinco a ocho compuestos.

Entre todos los cultivares se observo que la mayor proporcion relativa de ésteres
corresponden al Acetato de (Z)-3-Hexenol, que fue mds abundante en hojas en
comparacion con los frutos. Este compuesto fue mayoritario en las hojas de los cultivares
INTA 147 (Apéndice Figura 3) e INTA 117, con una proporcion del 97,24% y 97,13%,
respectivamente. En los frutos de todos los cultivares se hallé en proporciones de 5,98%

al 40,68%, siendo mayor la abundancia en cultivares INTA que en el cultivar Champion.

Del grupo de alcoholes se identificaron cuatro compuestos, de los cuales el (Z)-3-
Hexenol estuvo presente en todas las muestras, pero fue mas abundante en los frutos. En
frutos del cultivar INTA 37, este compuesto tuvo una abundancia de 34,93% (Apéndice
Figura 4), siendo un valor mayor a lo hallado en los otros cultivares. El 1-Hexanol fue
abundante solo en frutos de todos los cultivares, siendo mayor la proporcion hallada en

el cultivar INTA 37, con un valor de 30,42%.

De seis monoterpenos identificados el (E)-B-Ocimeno fue el mas abundante, pero solo
estuvo presente en los frutos de todos los cultivares, con una mayor proporcion en el
cultivar Champion de 48,58%. El 6-3-Careno solo se presentd en frutos, siendo
mayoritario en el cultivar Champion con 1,83%. En este cultivar se present6 solo en frutos
el Pironeno con una abundancia de 0,56%. El Limoneno se presentd en proporciones
menores, pero fue un poco mayor la abundancia en frutos que en hojas. La mayor
proporcion se registro en los frutos del cultivar INTA 147. El B-Mirceno solo se presentd
en el cultivar INTA 117 con un 0,31% de abundancia en frutos. El cultivar INTA 37 fue

el tnico en registrar al Alo-Ocimeno en frutos, con una proporcion de 0,09%.
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El tnico sesquiterpeno que se identifico fue el (Z,E)-a-Farneseno, y solo se presentd

en frutos, siendo mayoritario en el cultivar INTA 117 con un 4,77%.

De tres aldehidos, el Benzaldehido estuvo presente solo en frutos de todos los
cultivares. Se registr6 en un 0,11% en INTA 37, en un 0,10% en Champion y en
cantidades traza en INTA 117 e INTA 147. El Hexanal solo se presento en los frutos de
INTA 147 con un 1,95%. El Nonanal se presentd en frutos de los cultivares Champion e

INTA 37 con proporciones de 0,07% y 0,08% respectivamente.

2.3.2.2.Cultivares segun su actividad electroantenogrdfica y de kairomonas

En esta etapa fenologica se registraron nueve compuestos con actividad
electroantenografica (EAG+) para hembras de carpocapsa entre todos los cultivares
(Cuadro 2.5). En orden de aparicion segun los tiempos de retencion, se observaron los
compuestos: (Z)-3-Hexenol, Benzaldehido, B-Mirceno, Acetato de (Z)-3-Hexenol,
Acetato de Hexilo, Limoneno, (E)-B-Ocimeno, Nonanal y el (Z,E)-a-Farneseno. De estos
compuestos electroantenograficos, en todos los cultivares, el mas abundante fue el

Acetato de (Z)-3-Hexenol en frutos y hojas y el (Z)-3-Hexenol en frutos.

De los ocho compuestos con actividad electroantenografica, solo se registré una sola
kairomona (K), el Limoneno y ocurri6 en proporciones entre el 0,02% y 0,23% en todos

los cultivares (Cuadro 2.5).

A continuacion, se presentan los cultivares en funcion de la abundancia total de

compuestos electroantenograficos y de las kairomonas que registraron.

En primer lugar, el cultivar INTA 147 registrd seis compuestos electroantenograficos
en frutos con abundancias de 66,89% y tres compuestos en hojas, con un 98,60%. El

compuesto mas abundante con solo actividad electroantenografica fue el Acetato de (Z)-
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3-Hexenol, con 40,68 en frutos y 97,24% en hojas. Luego, con una proporcion de 24,39%
se observo al (Z)-3-Hexenol en frutos. El (E)--Ocimeno solo se present6 en frutos con
un 9,65%. El tnico compuesto con actividad electroantenografica y kairomona registrado
fue el Limoneno, con una proporcion de 0,23% y 0,05% en frutos y hojas

respectivamente.

En segundo lugar, el cultivar Champion presentd compuestos electroantenograficos
con proporciones de 23,74% en los frutos y de 96,33% en hojas. Las proporciones
corresponden con siete compuestos identificados en frutos y tres en hojas. De estos
compuestos, el mas abundante fue el Acetato de (Z)-3-Hexenol, con 5,98% en frutos y
95,99% en hojas. Luego sigui6 el (Z)-3-Hexenol, con un 17,23% en frutos. Este cultivar
presentd la mayor proporcion de (E)-B-Ocimeno, el cual tuvo un valor de 48,58% en
frutos. La kairomona encontrada en este cultivar fue el Limoneno con 0,10% en frutos y

0,06% en hojas.

En tercer lugar, el cultivar INTA 37 registrd6 compuestos electroantenograficos con
proporciones de 53,06% en frutos y 92,18% en hojas. Las proporciones corresponden a
siete compuestos en los frutos y tres en las hojas. El compuesto electroantenografico mas
abundante fue el Acetato de (Z)-3-Hexenol, con un 17,05% en frutos y 91,39% en hojas.
Luego sigui6 el (Z)-3-Hexenol, con un 34,93% en frutos. El (E)-B-Ocimeno se presentod
en una proporcion de 9,81% en frutos. La unica kairomona presente en este cultivar fue

el Limoneno, con una proporcion de 0,12% en frutos y cantidad traza en hojas.

Por ultimo, el cultivar INTA 117 presentd compuestos electroantenograficos con
abundancia de 60,97% en frutos y de 99,86% en hojas, con seis y dos compuestos
respectivamente. El compuesto electroantenografico més abundante fue el Acetato de

(2)-3-Hexenol, con un 40,61% en frutos y 97,13% en hojas. Luego sigui6 el (Z)-3-
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Hexenol, con un 18,58% en frutos. El (E)-B-Ocimeno se presentd en un 11,28% en frutos.
Solo en este cultivar se registrd el f-Mirceno con un 0,31% en frutos. La kairomona

encontrada solo en frutos fue el Limoneno, con una proporcion de 0,05%.
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Cuadro 2.5: Principales compuestos del perfil de volatiles presentes en fruto y hoja de cuatro cultivares de C. oblonga en la etapa de poscuaje-
fruto inmaduro. Determinado por HS-SPME y GC/MS en una muestra compuesta de ocho plantas por cultivar. La abundancia de cada compuesto
se encuentra en proporcion relativa al total. nd: compuesto no detectado. Se considero traza a compuestos con una abundancia relativa menor al
0,05%.

Tiempo Cultivares
Compuesto de  Indicede  Champion  INTA37  INTA117  INTA 147
Retencion Retencion
(min) Fruto Hoja Fruto Hoja Fruto Hoja Fruto Hoja
1 Hexano HC 2,0 611 nd 2,39 nd 7,39 133 0,08 076 0,62
2 3-Metil Furano AR 2,1 642 2,41 nd 2,79 nd nd nd nd nd
3 1-Pentanol AL 3,2 742 1,18 nd nd nd 0,39 nd nd nd
4 (Z)-2-Penten-1-ol AL 3.8 770 nd nd nd nd nd nd 0,04 nd
5 Tolueno AR 3,8 794 nd nd nd 0,02 0,03 nd nd nd
6 Hexanal AH 4.4 806 nd nd nd nd nd nd 1,95 nd
7 (Z)-3-Hexen-1-0l (EAGH) AL 6,2 847 17,23 0,59 34,93 0,79 18,58 2,74 2439 1,30
8 1-Hexanol AL 6,8 861 2003 nd 3042 nd 18,63 nd 1898 nd
9 Benzaldehido (EAG+) AH 12,1 952 010 nd 011 nd 001 nd 003 nd
10 p-mirceno (EAG+) MT 14,4 969 nd nd nd nd 0,31 nd nd nd
11 Acetato de (Z)-3-Hexen-1-0l (EAG+) ES 15,8 985 598 95,87 17,05 91,39 40,61 97,13 40,68 97,24
12 Acetato de Hexilo (EAG+) ES 16,5 990 022 nd 074 nd 142 nd 144 nd
13 (-)-Limoneno (K/EAG+) MT 17,7 1018 0,10 006 0,412 0,02 005 nd 023 0,05
14 0-3-Careno MT 18,7 1018 1,83 nd 0297 nd 0,25 nd 0,25 nd
15 (E)-p-Ocimeno (EAG+) MT 19,6 1029 4858 nd 981 nd 11,28 nd 9,65 nd
16 Nonanal (EAG+) AH 25,9 1100 0,07 nd 0,08 nd nd nd nd nd
17 o-Pironeno MT 28,8 1133 0,56 nd 0,13 nd 0,05 nd 0,06 nd
18 alo-Ocimeno MT 30,2 1117 nd nd 0,09 nd nd nd nd nd
19 3,5,5-Trimetil-Ciclohexeno AR 324 1182 0,16 nd nd nd 0,29 nd 0,67 nd
20 Ester Butilico del 4cido (Z)-3-Hexenoico ES 32,5 1184 nd nd nd 0,09 nd nd nd nd
21 Tridecano HC 38,498 1301 nd nd 0,026 nd nd nd nd nd
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22 Tetradecano HC 41,3 1400 0,032 nd 0,041 nd nd nd nd nd
23 (Z,E)-a-Farneseno (EAG+) SQ 42,1 1432 0,05 nd 0,03 nd nd nd 0,13 nd
24 (E )-a-Bergamoteno SQ 42,1 1433 nd nd nd nd 4,77 nd nd nd
25 2-(2-Etilhexil) Tiofeno AR 434 1489 0,06 nd 0,15 0,01 0,05 nd 0,11 nd
26 Ester Ciclohexilmetil Isobutilico del 4cido Sulfuroso ES 47,6 1694 0,07 0,37 0,28 0,22 0,12 0,03 0,21 0,08
Area relativa total 98,66 99,29 97,10 99,93 98,17 99,97 99,58 99,30

Champion INTA 37 INTA 117 INTA 147

Fruto Hoja Fruto Hoja Fruto Hoja Fruto Hoja

Frecuencia de Kairomonas (K) 1 1 1 1 1 0 1 1
Proporcion de Kairomonas 0,10 0,06 0,12 0,02 0,05 0,00 0,23 0,05

Frecuencia de compuestos EAG+ 8 3 8 3 6 2 6 3
Proporcion de compuestos EAG+ 72,33 96,53 62,87 9220 72,26 99,86 76,54 98,60

Grupos quimicos. HC: Hidrocarburos; AR: Aromético; AC: Acido organico; AL: Alcoholes: ES: Esteres; AH: Aldehidos; MT: Monoterpenos; SQ: Sesquiterpenos. Se
marcaron en negrita, los compuestos considerados principales en abundancia relativa, presentes en casi todas las muestras. K: compuestos con actividad de Kairomona y
EAG+: compuestos con actividad electroantenografica en hembras de carpocapsa.
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2.3.3. Caracterizacion del perfil de compuestos volatiles en etapa de fruto en
crecimiento

2.3.3.1.Perfil general de voldtiles

En las muestras de frutos y hojas de todos los cultivares recolectadas en etapa de
crecimiento, se observdO que estaban compuestas principalmente de alcoholes,
monoterpenos, ésteres y aldehidos. En cada grupo se identificaron diferentes cantidades
de compuestos, incluyendo ocho alcoholes, trece monoterpenos, diecinueve ésteres y
once aldehidos. Se observo que en todos los cultivares INTA, las proporciones de
alcoholes fueron mayores en los frutos y las de monoterpenos en las hojas (Cuadro 2.6).
En esta etapa se identificaron compuestos volatiles pertenecientes a los Norisoprenoides
y Cetonas. El 4rea total identificada entre todos los cultivares vari6 desde un 91,31% hasta

un 98,53%.

Cuadro 2.6: Principales grupos quimicos del perfil de volatiles presentes en fruto y
hoja de cuatro cultivares de C. oblonga en la etapa de fruto en crecimiento.
Determinado por HS-SPME y GC/MS. La abundancia corresponde a la suma de todos
los compuestos seglin su grupo quimico.

Grupos quimicos N° de Champion INTA 37 INTA 117 INTA 147
compuestos Fruto Hoja Fruto Hoja Fruto Hoja Fruto Hoja
Alcoholes 8 68,81 899 4762 1,07 67,71 0,85 86,08 0,99
Monoterpenos 13 0,79 0,63 3,57 59,71 0,54 61,19 0,35 70,83
Esteres 19 3,55 41,61 1934 049 17,34 0,31 1,58 0,80
Aldehidos 11 11,60 38,93 7,21 0,52 3,57 0,60 5,69 0,23
Hidrocarburos 13 1,43 0,38 0,66 20,01 0,83 22,73 0,61 18,20
Aromaticos 6 0,12 032 0,07 1422 0,80 12,32 0,05 7,04
Norisoprenoides 2 2,81 - 17,36 - 1,09 - 0,11 -
Sesquiterpenos 3 0,79 035 0,02 0,01 3,49 0,01 091 0,05
Tioles 1 1,44 0,11 0,10 - 0,40 - - -
Cetonas 1 - - - 0,44 - 0,44 - 0,35
Acidos 1 - - - 007 - 009 - 004

%Area total identificada 91,36 91,31 96,79 96,59 95,76 98,53 94,55 98,48

Se consider6 traza a compuestos con una abundancia relativa menor al 0,05%.
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El andlisis de componentes principales sobre la base de la relacion entre los grupos
quimicos y los cultivares de membrillo explicé el 85,90% de la variabilidad total (Figura
2.7). En el primer componente del analisis, los aldehidos, cetonas y monoterpenos son
mayoritarios en los cultivares INTA 37 e INTA 117, y los ésteres en el cultivar Champion.
En el segundo componente, los alcoholes predominaron el cultivar INTA 147 y los
hidrocarburos en el cultivar Champion. Los cultivares INTA 37 e INTA 117 son mas
similares entre si en relacion con sus grupos quimicos. Los cultivares Champion vs. INTA

son los mas disimiles entre si, teniendo en cuenta la composicion quimica.

5,00+
Alcoholes
2.50; INTA 147
O
Monoterpenos
)
é" . INT/A/“; Aldehidos
2 000{ Champion ‘N. & Cetoni
1 : ] e
3 Faere INTA 37 Acklos
Tioles O @ Aromatico
22,501 Hidrocarburos Sesquiterpenos
Norisoprenoides
-5,004 | | | |
-5,00 -2,50 0,00 2,50 5.0

CP 1(66.8%)

O Cultivares de membrillo —@—Grupos quimicos

Figura 2.7. Analisis de Componentes Principales de los grupos quimicos de volatiles presentes en hojas
y frutos de cuatro cultivares de C. oblonga en crecimiento. En amarillo se representan los cultivares y en
verde los grupos quimicos. El analisis se realizo con el software Infostat (V. 2020p).

Entre las muestras de frutos y hojas de todos los cultivares recolectados en etapa de
crecimiento se identificaron un total de setenta y ocho compuestos volatiles diferentes
(Cuadro 2.7). De los compuestos identificados, dieciséis ocurrieron en cantidades

consideradas trazas (menores al 0,05%).
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El cultivar con el perfil de volatiles mas variado fue INTA 117, con un total de sesenta
compuestos quimicos diferentes, representando un 95,76% y 98,53% del area total entre
frutos y hojas respectivamente. El cultivar Champion fue el del perfil de volatiles menos
variado, con cuarenta y tres compuestos volatiles diferentes con un area de 91,36% y

91,31% entre frutos y hojas respectivamente.

En todos los cultivares, de los ocho alcoholes identificados, se observo que la mayor
proporcion se registro en los frutos. Una gran proporcion corresponde al Hexanol, el cual
fue mas abundante en frutos en comparacién con las hojas. Este compuesto fue
mayoritario en los frutos del cultivar INTA 147 (Apéndice Figura 5), con una proporcion
del 66,68%. En las hojas de todos los cultivares, este compuesto se encontrd en
proporciones menores en comparacion a lo hallado en frutos, con valores de 0,45% a
1,52%. Luego el (Z)-3-Hexenol se registré en una mayor proporcion en los frutos del

cultivar INTA 147, con un 19,40%.

Se identificaron trece monoterpenos diferentes en todos los cultivares INTA, de los
cuales cuatro aparecieron en el cultivar Champion. De este grupo, once monoterpenos
aparecieron solo en las hojas de todos los cultivares, y de ellos, nueve en las hojas de los
cultivares INTA. El Limoneno fue mayoritario en las hojas de los cultivares INTA, siendo
abundante en el INTA 147 (Apéndice Figura 6), con un valor de 40,18%. El B-Mirceno
tuvo una abundancia del 7,41% en las hojas del cultivar INTA 147, siguiendo el o-Cimeno
con 6,41% en hojas del INTA 37. La Isomentona aparecié con un 5,55% en hojas del
cultivar INTA 147. El B-Pineno fue mayoritario en las hojas del cultivar INTA 117 con
un 3,21%. El y-Terpineno y el a-Terpineno fueron mayoritarios en hojas del INTA 147
con un 3,15% y un 1,77% respectivamente. El a-Pineno estuvo presente con un 1,99% en

hojas de INTA 37. El (E)-B-Ocimeno fue mayoritario en los frutos del INTA 37 con un
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3,41%. El Limoneno junto al (E)-B-Ocimeno aparecieron tanto en frutos como en hojas

de todos los cultivares.

Se identificaron diecinueve ésteres diferentes, la mayoria aparecieron solo en los
frutos. En el cultivar Champion se identificaron catorce ésteres entre frutos y hojas, de
los cuales el Acetato de (Z)-3-Hexenol fue mayoritario en las hojas con un 36,89% y se
encontrd en bajas proporciones en hojas de los cultivares INTA. El Acetato de hexilo fue
mayoritario en frutos del cultivar Champion con un 0,81%. El Hexanoato de etilo registrd
un 0,80% en frutos del INTA 37. El Tiglato de etilo estuvo presente solo en frutos de

todos los cultivares, siendo mayoritario en el INTA 37, con 0,66%.

Del grupo de aldehidos se identificaron once compuestos diferentes entre todos los
cultivares. La proporcion de aldehidos fue mayor en hojas en comparacion a los frutos.
Los cultivares INTA registraron mayor numero de aldehidos diferentes. El Benzaldehido
solo estuvo presente en las hojas y en el cultivar INTA 117 fue mayoritario registrando
un 10,48%. El 2-Hexenal fue mayoritario en hojas de los cultivares INTA 147 e INTA
117 con un 6,45% y 6,46% respectivamente. El Hexanal fue abundante en hojas del
cultivar INTA 117, con 3,90%. El Octanal y Nonanal estuvieron presentes en mayor
proporcion en las hojas del cultivar INTA 147 con un 0,93% y 0,82% respectivamente.
El Heptanal fue mayoritario en hojas del cultivar INTA 117 con un 0,51%. El Decanal

aparecio con un 0,22% en frutos del cultivar Champion.

De los sesquiterpenos identificados, el (Z)-B-Farneseno solo estuvo presente en frutos
del cultivar INTA 147. El (E,E)-a-Farneseno estuvo presente en todos los cultivares,
siendo mayoritario en los frutos en comparacion a las hojas. En frutos del cultivar INTA

117 fue mas abundante, con una proporcion de 3,35%.
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Del grupo de norisoprenoides, se presento el Teaspirano en sus dos posibles isdémeros,
Z o E. Solo se presentaron en frutos, siendo mas abundante en el cultivar INTA 37, con

un 8,92%.

En esta etapa aparecio la cetona 6-Metil-5-Hepten-2-ona y solo se detectd en hojas de

los cultivares INTA, con proporciones entre 0,35% y 0,44%.

2.3.3.1.Cultivares segun su actividad electroantenogrdfica y de kairomonas

En esta etapa fenoldgica se han registrado quince compuestos con actividad
electroantenografica (EAG+) para hembras de carpocapsa entre todos los cultivares
(Cuadro 2.7). En orden de aparicion segun los tiempos de retencion, se observaron los
compuestos: (Z)-3-Hexenol, 2-Hexenal, Benzaldehido, B-Pineno, 6-Metil-5-Hepten-2-
ona, B-Mirceno, Acetato de (Z)-3-Hexenol, Octanal, Acetato de Hexilo, Limoneno, (E)-

B-Ocimeno, Nonanal, Salicilato de Metilo, Decanal y el (E,E)-a-Farneseno.

Los compuestos 2-Hexenal, 6-Metil-5-Hepten-2-ona, Octanal y Nonanal solo se

presentaron en las hojas de los cultivares INTA.

De los catorce compuestos con actividad electroantenografica, se registraron dos
kairomonas (K), en orden de aparicion segun los tiempos de retencion, el Limoneno y el

(E.E)-a-Farneseno (Cuadro 2.7).

A continuacion, se presentan los cultivares en funciéon de la abundancia total de

compuestos electroantenograficos y de las kairomonas que registraron.

En primer lugar, el cultivar INTA 147 presentd compuestos electroantenograficos con
una proporcion del 23,54% en frutos (seis compuestos) y 67,04% en las hojas (doce
compuestos). El Limoneno fue el compuesto con actividad electroantenografica y

kairomona mas abundante, con un 40,18% en hojas y 0,26% en los frutos. El (Z)-3-
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Hexenol se present6 con un 19,40% en frutos y 0,17% en hojas. El Acetato de (Z)-3-
Hexenol registré un 3,18% en frutos y un 0,04% en hojas. El Acetato de Hexilo solo se
presento en los frutos con un 0,59%. Solamente en las hojas se registro un 7,06% de
Benzaldehido, 7,41% de B-Mirceno, 6,45% de 2-Hexenal, 2,63% de B-Pineno, 0,94% de
Octanal, 0,35% de 6-Metil-5-Hepten-2-ona, 0,82% de Nonanal y un 0,07% de Decanal.
El (E)-B-Ocimeno fue mayoritario con un 0,90% en hojas. El (E,E)-a-Farneseno, se

presentd en cantidades traza en frutos y en hojas.

En segundo lugar, la proporcion de compuestos electroantenograficos en el cultivar
INTA 117 fue de 10,74% en frutos y de 66,98% en hojas, con cinco y doce compuestos
respectivamente. El Limoneno fue el compuesto con actividad electroantenografica y
kairomona mds abundante en hojas, con un 38,86%. Del (Z)-3-Hexenol se registrd un
6,38% en frutos y 0,15% en hojas. El Acetato de (Z)-3-Hexenol registré un 0,41% en
frutos y un 0,25% en hojas. Solo en los frutos present6 un 0,12% de Acetato de Hexilo.
En hojas registré un 10,48% de Benzaldehido, 6,46% de 2-Hexenal, 6% de B-Mirceno,
3,21% de B-Pineno, 0,72% de Octanal, 0,44% de 6-Metil-5-Hepten-2-ona, 0,36% de
Nonanal y cantidad traza de Decanal. El (E)-B-Ocimeno fue mayoritario en hojas con un
0,44%. Este cultivar fue el que presentd la mayor proporcion de la kairomona (E,E)-a-

Farneseno, con un 3,35% en frutos y traza en hojas.

En tercer lugar, el cultivar INTA 37 registrd6 una proporcion de compuestos
electroantenograficos en frutos y en hojas de 16,15% (seis compuestos) y 67,42% (doce
compuestos) respectivamente. De estos compuestos, el mas abundante y con actividad
kairomona fue el Limoneno con un 34,16% en hojas y un 0,15% en frutos. Luego se
registrd con solo actividad electroantenografica al (Z)-3-Hexenol con 8,21% en los frutos

y 0,18% en hojas. Solo en los frutos presentd un 0,63% de Acetato de Hexilo. En hojas
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se registro un 5,49% de B-Mirceno, 10,33% de Benzaldehido, 4,20% de 2-Hexenal,
3,16% de B-Pineno, 0,84% de Octanal, 0,40% de Nonanal, 0,44% de 6-Metil-5-Hepten-
2-ona y cantidades traza de Decanal. El Acetato de (Z)-3-Hexenol presentd un 3,14% en
frutos y 0,31% en hojas. el (E)--Ocimeno fue mayoritario en frutos con un 3,41%. La

kairomona (E,E)-a-Farneseno obtuvo valores de abundancia de 0,59% en frutos.

Por ultimo, la proporcion de volatiles con actividad electroantenografica en el cultivar
Champion fue de 16,86% en frutos (siete compuestos) y un 44,98% en hojas (siete
compuestos). El Acetato de (Z)-3-Hexenol fue el compuesto electroantenografico mas
abundante, con un 36,89% en hojas y 2,98% en frutos. El (Z)-3-Hexenol presentd una
proporcion del 11,36% en frutos y 7,21% en hojas. La kairomona mas predominante en
este cultivar fue el (E,E)-a-Farneseno con 0,79% en frutos y 0,34% en hojas. Luego sigui6
el Limoneno con 0,37% en frutos y de 0,30% en hojas. Este cultivar presentd mayor
proporcion de Acetato de Hexilo solo en los frutos, con un 0,81%. El (E)--Ocimeno se
presentd mayoritariamente en frutos con un 0,42%. Es el tinico cultivar que present6 en
frutos un 0,33% de Salicilato de Metilo. Solo estuvieron presentes en las hojas el B-

Mirceno con 0,12%, el Benzaldehido con 0,09% y cantidad traza de B-Pineno.
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Cuadro 2.7: Principales compuestos del perfil de volatiles presentes en fruto y hoja de cuatro cultivares de C. oblonga en la etapa de fruto en
crecimiento. Determinado por HS-SPME y GC/MS en una muestra compuesta de ocho plantas por cultivar . La abundancia de cada compuesto
se encuentra en proporcion relativa al total. nd: compuesto no detectado. Se considero traza a compuestos con una abundancia relativa menor al
0,05%.

Tiempo de indice de Cultivares
Compuesto Retencion . Champion INTA37 INTA 117 INTA 147
(min) Retencion Fruto Hoja Fruto Hoja Fruto Hoja Fruto Hoja
1 Etanotiol TI 1,7 528 144 0,11 010 =nd 040 nd 010 nd
2 Hexano HC 1,9 601 1,53 40,27 19,18 nd 16,35 =nd 19,18 nd
3 Benceno AR 23 660 nd nd nd nd 0,62 nd nd nd
4 2-Metil-2-Butenal AH 3,2 742 0,26 nd 0,17 nd 0,26 nd 0,17 nd
5 Tolueno AR 3,6 756 0,12 032 0,07 936 0,18 795 0,07 936
6 3-Metil-2-Butenal AH 4.2 791 nd nd nd 0,19 nd 0,19 nd 0,19
7 Hexanal AH 4,3 795 0,69 029 0,49 349 056 391 049 3,49
8 (Z)-3-Hexenol (EAG+) AL 6,1 840 11,36 7,21 821 0,18 6,38 0,15 821 0,18
9 2-Hexenal (EAG+) AH 6,4 851 nd nd nd 4,20 nd 6,46 nd 4,20
10 Hexanol AL 6,8 860 56,80 1,52 37,29 0,57 56,87 051 37,29 0,57
11 m-Xileno AR 7,1 869 nd nd nd 3,35 nd 3,10 nd 3,35
12 Ester 2-Metilpropilico del dcido 2-Propenoico ES 8,0 890 nd 026 nd nd nd nd nd nd
13 p-Xileno AR 8,2 898 nd nd nd 1,09 nd 0,98 nd 1,09
14 Heptanal AH 8,7 904 nd nd nd 0,47 nd 0,51 nd 0,47
15 (E,E)-2,4-Hexadienal AH 9,1 909 nd nd nd 0,08 nd 0,05 nd 0,08
16 Anisol AR 9,5 914 nd nd nd 028 nd 023 nd 0,28
17 Cumeno AR 10,0 919 nd nd nd 015 =nd 0,06 nd 0,15
18 a-Tujeno MT 10,3 920 nd nd nd 0,80 nd 0,66 nd 0,80
19 Tiglato De Etilo ES 10,5 921 0,26 nd 0,66 nd 0,19 nd 0,66 nd
20 o-Pineno MT 10,7 927 nd nd nd 1,99 nd 1,63 nd 1,99
21 Canfeno MT 11,6 938 nd nd nd 0,54 nd 0,39 nd 0,54
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22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48

Benzaldehido (EAG+)
p-Pineno (EAGH)

2-Metil Propil 2-Metil 2-Butenoato
6-Metil-5-Hepten-2-ona (EAG+)

Hexanoato de Etilo
B-Mirceno (EAG+)
3-Metil-Nonano

Acetato de (Z)-3-Hexenol (EAG+)

Octanal (EAGH)
Acetato de Hexilo (EAG+)
a-Terpineno
Limoneno (K/EAG+)
2-Etil-1-Hexanol
o-Cimeno
Acido (E)-2-Hexenoico
(E)-B-Ocimeno (EAGH)
2-Hexenoato de Etilo
3,7-Dimetil-1,3,7-Octatrieno
y-Terpineno
p-Menta-1,4(8)-dieno
2,4-Dimetil-Decano
Undecano
(E)- Tujona
Nonanal (EAG+)
Isomentona
(Z)-2-Nonen-1-ol
Salicilato de Metilo (EAG+)

AH
MT
ES
CT
ES
MT
HC
ES
AH
ES
MT
MT
AL
MT
AC
MT
ES
HC
MT
HC
HC
HC
MT
AH
MT
AL
ES

12,2
13,7
14,3
14,8
15,2
15,2
15,3
15,6
16,1
16,3
17,2
17,5
17,9
17,9
19,1
19,5
20,2
20,6
21,4
24,5
25,0
25,5
26,2
26,7
31,7
32,4
33,6

945
961
967
973
973
976
979
984
989
991
1002
1017
1018
1020
1022
1034
1036
1040
1050
1085
1086
1095
1104
1109
1167
1172
1174

nd
nd
nd
nd
0,29
nd
nd
2,98
nd
0,81
nd
0,38
0,33
nd
nd
0,42
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
0,33

0,09
0,02
nd
nd
nd
0,12
0,12
36,89
nd
nd
nd
0,30
0,19
nd
nd
0,18
nd
nd
nd
nd
0,38
0,16
nd
nd
nd
nd
nd

nd
nd
nd
nd
0,80
nd
nd
3,14
nd
0,63
nd
0,15
0,07
nd
nd
3,41
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
1,64
nd

10,33
3,16
0,10
0,44
nd
5,49
nd
0,31
0,84
nd
1,49
34,16
0,32
6,41
0,07
0,56
0,12
0,18
1,98
0,31
nd
nd
0,13
0,40
2,84
nd
nd

nd
nd
nd
nd
0,17
nd
nd
0,41
nd
0,12
nd
0,47

4,07
nd

10,48
3,21
0,07
0,44
nd
6,00
nd
0,25
0,72
nd
1,27
38,86
0,18
5,79
0,09
0,44
0,13
0,09
1,51
0,22
nd
nd
0,05
0,36
1,35
nd
nd

nd
nd
nd
nd
0,14
nd
nd
3,18
nd
0,59
nd
0,26
nd
nd
nd
0,09
nd
nd
nd
nd
nd
0,26
nd
nd
nd
nd
nd

10,33
2,63
0,11
0,35
nd
7,41
nd
0,04
0,94
nd
1,77
40,18
0,37
6,30
0,04
0,90
0,08
0,41
3,15
0,39
nd
nd
0,13
0,82
5,55
nd
nd
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49
50
51
52
53
54
55
56
57
58

59
60
61

62
63
64
65
66
67
68

69

Butanoato de (Z)-4-Hexen-1-ilo
(Z)-4-Octenoato de Etilo
1-Dodeceno
Octanoato de Etilo
5-Etil-5-Metil-Decano
Decanal (EAGH)

Pulegona
Teaspirano Z o E
Tridecano
Teaspirano Z o E
Ester Isobutilico del 4cido 2,2,4-Trimetil-3-
Isopropilcarboxipentanoico
4,8-Dimetil-3,7-Nonadien-2-ol
Ester del acido 2,2-Dimetil-1-(2-hidroxi-1-metiletil)
Propil 2-Metil-Propanoico
(Z)-3-Tetradeceno
Tetradecano
Dodecanal
(Z)-B-Farneseno
Dihidro-B-lonona
(E)-2-Dodecen-1-ol

’ (E,E)-0-Farneseno (K/ EAG+)
Ester Isobutilico del acido 2,2,4-Trimetil-3-
Carboxiisopropilpentanoico

ES
ES
HC
ES
HC
AH
MT

HC

ES
AL
ES

HC
HC
AH
SQ
SQ
AL
SQ
ES

33,7
33,9
34,1
34,4
34,6
34,7
36,5
38,2
38,4
38,7
39,7
40,0
40,4
41,1
41,3
41,5
41,7
42,0
42,3
43,7

45,5

1176
1190
1193
1197
1198
1200
1248
1298
1300
1308

1331
1349
1353

1391
1399
1402
1418
1428
1440
1502

1586

nd
nd
nd
nd
nd
0,22
nd
2,30
0,18
0,51
0,12
nd
0,17
0,25
0,13
0,26
nd
nd

nd
0,79

2,53

0,10
nd
0,14
nd
0,17
nd
nd
nd
0,07
nd

nd
nd
nd

0,30
nd
nd
nd
nd
nd

0,35

nd

nd
nd
nd
0,10
0,01
nd
nd
8,92
0,04
8,44
nd
0,21
nd
0,08
0,03
nd
nd
0,27
0,19
0,59
nd

nd
nd
nd
nd
nd
0,01
0,16
nd
nd
nd

nd
nd
nd

nd
nd
nd
nd
nd
nd
0,05

nd

nd
nd
nd
nd
0,17
nd
nd
0,41
0,05
0,68
nd
0,31
nd
0,15
0,14
nd
nd
0,14
0,08
3,35

0,12

nd
nd
nd
nd
nd
0,04
0,03
nd
nd
nd

nd
nd
nd

nd
nd
nd
nd
nd
nd
0,01

nd

nd
0,08
nd
nd
0,07
nd
nd
0,01
0,03
0,10

nd
nd
nd

0,16
nd
nd

0,05
nd
nd

0,02

nd

nd
nd
nd
nd
nd
0,07
0,48
nd
nd
nd

nd
nd
nd

nd
nd
nd
nd
nd
nd
0,01

nd
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Cuadro 2.7. continuacion

70 Tridecan-1-ol AL 45,6 1596 nd 0,07 nd nd nd nd nd nd
71 Hexadecano HC 458 1600 0,60 nd nd nd nd nd nd nd
72 Ester del acido Alil Octil Oxalico ES 47,0 1660 0,72 nd nd nd nd nd nd nd
73 Ester bis(2-metilpropilico) del dcido ES 474 1663  nd nd nd nd 008 nd 007 nd
Hexanodioico
74 Ester Ciclohexilmetil Isobutilico del acido ES 47.6 1694 2,59 1,68 1,88 nd 2.49 nd 1.52 nd
Sulfuroso
75 Ester del 4cido Alil Nonil Oxalico ES 47,7 1701 0,81 nd nd nd nd nd nd nd
76 2-Hexil-1-Decanol AL 48,9 1764 0,32 nd nd nd nd nd nd nd
77 Octadecano HC 49.6 1801 0,87 nd nd nd nd nd 0,06 nd
78  Ester del 4cido mono(2-etilhexil) Hexanodioico ES 50,3 1845 nd nd nd nd nd 0,15 nd nd
Area relativa total 91,36 91,31 96,79 96,59 95,76 98,53 94,55 98,48
Champion INTA 37 INTA 117 INTA 147
Fruto Hoja Fruto Hoja Fruto Hoja Fruto Hoja
Frecuencia de Kairomonas (K) 2 2 2 2 2 2 2 2
Proporcion de Kairomonas 1,17 0,65 0,75 34,22 3,83 38,86 0,29 40,18
Frecuencia de compuestos EAG+ 8 8 6 12 6 12 6 12
Proporcion de compuestos EAG+ 17,28 45,17 16,15 60,12 10,80 67,42 23,54 67,04

Grupos quimicos. TI: Tiol; HC: Hidrocarburos; AR: Aromatico; AC: Acido organico; AL: Alcoholes: ES: Esteres; AH: Aldehidos; MT: Monoterpenos; N: Norisoprenoide;
CT: Cetona; SQ: Sesquiterpenos. Se marcaron en negrita, los compuestos considerados principales en abundancia relativa, presentes en casi todas las muestras. K:
compuestos con actividad de Kairomona y EAG+: compuestos con actividad electroantenografica en hembras de carpocapsa.
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2.3.4. Caracterizacion del perfil de compuestos volatiles en etapa de fruto en
maduracion

2.3.4.1.Perfil general de voldtiles

En las muestras de frutos y hojas de todos los cultivares recolectados en etapa de
maduracion, se observé que la mayor proporcion de compuestos volatiles correspondia a
los grupos quimicos de monoterpenos, alcoholes, ésteres y aldehidos. La cantidad de
compuestos diferentes identificada en cada grupo, abarcé once monoterpenos, seis
alcoholes, once ésteres y nueve aldehidos. En esta etapa se identificaron compuestos
volatiles pertenecientes a los Norisoprenoides y Cetonas. El area total identificada entre

todos los cultivares fue en promedio del 96% (Cuadro 2.8).

Cuadro 2.8: Principales grupos quimicos del perfil de volatiles presentes en fruto y
hoja de cuatro cultivares de C. oblonga en la etapa de fruto en maduracion.
Determinado por HS-SPME y GC/MS. La abundancia corresponde a la suma de todos
los compuestos seglin su grupo quimico.

L. N° de Champion  INTA 37 INTA 117  INTA 147
Grupos quimicos . . . .
compuestos Fruto Hoja Fruto Hoja Fruto Hoja Fruto Hoja
Monoterpenos 11 9,50 61,37 28,83 73,42 8,55 66,40 4,36 54,07
Alcoholes 6 543 2621 12,16 19,15 4,74 2424 422 3523
Esteres 11 9,66 036 7,18 0,76 19,25 0,38 22,46 0,23
Aldehidos 9 331 443 12,78 221 7,29 3,06 484 535
Hidrocarburos 6 18,02 0,04 14,52 0,98 28,40 1,73 24,33 2,01
Sesquiterpenos 3 24,99 0,01 17,89 0,03 4,73 0,01 0,72 0,005
Norisoprenoides 2 14,14 - 0,54 - 20,44 - 33,75 -
Tioles 1 - 8,10 - 1,19 0,52 1,66 047 2,89
Aromaticos 2 1,06 0,66 097 040 1,43 1,10 0,98 091
Cetonas 1 - 0,10 - 0,15 - 0,11 - 0,11

%Area total identificada 86,12 99,35 94,86 98,29 9534 98,70 96,13 99,28

Se considero traza a compuestos con una abundancia relativa menor al 0,05%.

El analisis de componentes principales sobre la base de la relacion entre los grupos
quimicos y los cultivares de membrillo explicé el 85,40% de la variabilidad total (Figura

2.8). En el primer componente del andlisis, los ésteres y norisoprenoides son mayoritarios
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en los cultivares INTA 117 ¢ INTA 147 y en correlacion opuesta, los monoterpenos en el
cultivar INTA 37. En el segundo componente, los tioles y sesquiterpenos predominaron
el cultivar Champion y los aldehidos en el cultivar INTA 37. Los cultivares INTA 117 e
INTA 147 son mas similares entre si en relacion con sus grupos quimicos. Los cultivares

INTA 37 e INTA 147 son los méas disimiles entre si, teniendo en cuenta la composicién

quimica.
5,00+
Tioles
- Champion
Sesquiterpenos
2,50 quitetp o

Aromatico Norisoprenoides

INTA 37 O INTA 147

Alcoholes

CP 2 (27,8%)
[==]
[==]
[==]

o Esteres
Monoterpenos INTA 117 Hidrocarbwros
-2,504 Cetonas
Aldehidos
-5,00.
-5.00 22,50 0.00 2,50 5.00

2 2

CP 1 (57.6%)

O Cultivares de membrilo —@—Grupos quimicos

Figura 2.8. Analisis de Componentes Principales de los grupos quimicos de volatiles presentes en hojas
y frutos de cuatro cultivares de C. oblonga en maduracion. En amarillo se representan los cultivares y en
verde los grupos quimicos. El analisis se realizo con el software Infostat (V. 2020p).

Entre las muestras de frutos y hojas de todos los cultivares recolectados en etapa de
maduracion se identificaron un total de cincuenta y dos compuestos volatiles diferentes
(Cuadro 2.9). De los compuestos identificados, treinta y seis ocurrieron en cantidades
consideradas trazas (menores al 0,05%). El cultivar con el perfil de volatiles més variado
fue el INTA 147, con un total de cincuenta compuestos quimicos diferentes,

representando un 96,13% y 99,28% del érea total entre frutos y hojas respectivamente.
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Los demas cultivares tuvieron entre cuarenta y seis y cuarenta y ocho compuestos

diferentes entre frutos y hojas.

Se identificaron once monoterpenos diferentes entre todos los cultivares. De este
grupo, siete monoterpenos aparecieron solo en las hojas de todos los cultivares. El
Limoneno fue mayoritario en las hojas de todos los cultivares, siendo mas abundante en
el cultivar INTA 37 (Apéndice Figura 7), con un valor de 70,63% en hojas y 27,84% en
frutos. En el resto de los cultivares, este compuesto también estuvo presente en los frutos,
con proporciones desde 3,81% a 8,89. El Canfeno, B-Citronelal y (E)-B-Ocimeno
estuvieron presentes en frutos y hojas de todos los cultivares y en la mayoria de los casos
fueron mayoritarios en los frutos. El Canfeno fue mayoritario en los frutos del cultivar
INTA 37, con un 0,64%. El B-mirceno, Sabineno, a-Pineno, o-Cimeno, p-Cimeno y -
Felandreno solo se presentaron en las hojas de todos los cultivares. El -Mirceno fue
mayoritario con un 1,91% en las hojas de INTA 37. El a-Tujeno, estuvo presente en hojas

de todos los cultivares, excepto en el INTA 37.

En todos los cultivares se observo que la mayor proporcion de alcoholes corresponden
al (Z)-3-Hexenol, presente con mayor abundancia en las hojas. Este compuesto fue
mayoritario en las hojas del cultivar INTA 147 (Apéndice Figura 8), con una proporcion
del 30,33%. Luego se registro una mayor proporcion del Hexanol en las hojas del cultivar
INTA 117 con un valor del 15,76%. Solo se present6 en los frutos del cultivar INTA 37,

con un valor de 2,73%.

Se identificaron once ésteres diferentes, de los cuales seis aparecieron solo en los
frutos. El Hexanoato de etilo fue el éster mas abundante, siendo mayoritario en los frutos
del cultivar INTA 147, con una proporcion de 11,42%. También estuvo presente en las
hojas con proporciones entre el 0,09% y 0,28%. El Octanoato de etilo, Heptanoato de

etilo, Tiglato de etilo y Acetato de Hexilo estuvieron presentes en todos los cultivares,
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pero solo en los frutos. El Octanoato de etilo fue mayoritario en los frutos del cultivar

INTA 117.

El grupo de aldehidos en algunos cultivares se presentd en mayor proporcion en los
frutos. El Hexanal estuvo presente en todos los cultivares, siendo mayoritario en los frutos
del cultivar INTA 37, con un 12,51%. El Decanal estuvo presente en todos los cultivares,
siendo levemente mayor la proporcidon encontrada en los frutos en comparacion a las
hojas. El Benzaldehido estuvo solo presente en las hojas de todos los cultivares, siendo

mayoritario en el INTA 147 con un 0,79%.

De los sesquiterpenos identificados, el D-Germacreno solo estuvo presente en frutos
del cultivar INTA 147 con una proporciéon de 0,25%. El (E,E)-a-Farneseno estuvo
presente en todos los cultivares, siendo mayoritario en los frutos en comparacion a las
hojas. En frutos del cultivar Champion fue mas abundante, con una proporcion de

24,97%.

Del grupo de norisoprenoides, se presento el Teaspirano en sus dos posibles isdémeros,
Z o E. Solo se presentaron en frutos, siendo mas abundante en el cultivar INTA 147, con

un 18,35%.

En esta etapa aparecio la cetona 6-Metil-5-Hepten-2-ona y solo se identificé en hojas

de todos los cultivares, con proporciones entre 0,10% y 0,15%.

2.3.4.2.Cultivares segun su actividad electroantenogrdfica y de kairomonas

En esta etapa fenoldgica se han identificado diez compuestos con actividad
electroantenografica (EAG+) para hembras de carpocapsa entre todos los cultivares
(Cuadro 2.9). En orden de aparicion segun los tiempos de retencion, se observaron los
compuestos: (Z)-3-Hexenol, Benzaldehido, 6-Metil-5-Hepten-2-ona, f-Mirceno, Acetato

de Hexilo, Limoneno, (E)-f-Ocimeno, Decanal, D-Germacreno y el (E,E)-a-Farneseno.
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De los nueve compuestos con actividad electroantenografica, se registraron dos
kairomonas (K) (Cuadro 2.9). En orden de aparicion seglin los tiempos de retencion, se

observaron los compuestos: Limoneno y el (E,E)-a-Farneseno.

A continuacion, se presentan los cultivares en funcién de la abundancia total de

compuestos electroantenograficos y de las kairomonas que registraron.

En primer lugar, el cultivar INTA 37 registr6 abundancias de compuestos
electroantenograficos de 48,69% (cinco compuestos) en frutos y de 86,42% (siete
compuestos) en hojas. Los compuestos con actividad electroantenografica y a la vez
kairomona mas abundantes fueron el Limoneno y el (E,E)-a-Farneseno. El Limoneno se
presentd con un 27,84% en frutos y fue mas abundante en hojas con un 70,63%. El (E,E)-
a-Farneseno tuvo mayor proporcion en los frutos con un 17,89% y cantidad traza en hojas.
El (Z2)-3-Hexenol fue mayoritario en hojas, con 13,42% y 2,73% en frutos. El Decanal se
presentd en frutos con un 0,06% y cantidad traza en hojas. El Acetato de hexilo se registro
solo en frutos con proporciones de 0,17%. El (E)-B-Ocimeno present6 un 0,09% en frutos.
En hojas se registro un 1,91% de B-Mirceno, 0,27% de Benzaldehido y un 0,15% de 6-

Metil-5-Hepten-2-ona.

En segundo lugar, la proporcién de compuestos electroantenograficos que presento el
cultivar Champion fue de 34,10% en frutos y de 82,16% en hojas, con cuatro y siete
compuestos respectivamente. El Limoneno fue el compuesto con actividad
electroantenografica y kairomona mas abundante en hojas, con un 59,17% y un 8,89% en
frutos. Le siguid el (E,E)-a-Farneseno que se presentd con un 24,97% en los frutos, en
mayor abundancia con respecto a los otros cultivares y con una cantidad traza en hojas.
El Decanal estuvo presente en proporciones de 0,07% en frutos y traza en hojas. El

Acetato de hexilo solo se registré en frutos con un 0,18%. El (E)-B-Ocimeno fue
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mayoritario en frutos con un 0,10%. Solo en las hojas se registré un 21,24% de (Z)-3-
Hexenol, 1,47% de B-Mirceno, 0,16% de Benzaldehido y un 0,10% de 6-Metil-5-Hepten-

2-ona.

En tercer lugar, el cultivar INTA 117 presentdé compuestos electroantenograficos con
una proporcion del 12,68% en frutos y 72,81% en las hojas. El Limoneno fue el
compuesto con actividad electroantenografica y kairomona madas abundante, con un
63,71% en hojas y 7,88% en los frutos. Sigui6 el (E,E)-a-Farneseno, con una proporcion
de 4,57% en frutos y en una cantidad traza en hojas. El Decanal estuvo presente en
proporciones de 0,05% en frutos y en cantidad traza en hojas. El Acetato de Hexilo se
registrd solo en los frutos en un 0,17%. El (E)-B-Ocimeno present6 en frutos un 0,07%.
Solo en las hojas se registré un 7,18% de (Z)-3-Hexenol, 1,58% de B-Mirceno, 0,21% de

Benzaldehido y un 0,11% de 6-Metil-5-Hepten-2-ona.

Por ultimo, el cultivar INTA 147 presentd una proporcion de compuestos
electroantenograficos de 4,62% en frutos y un 84,28% en hojas. Este cultivar fue el que
la menor proporcion de kairomonas obtuvo, con 4,13% en frutos y 51,57% en hojas. El
compuesto con actividad electroantenografica y kairomona mas abundante en este
cultivar fue el Limoneno, con proporciones de 3,81% en frutos y de 51,56% en hojas.
Luego sigui6 el (E,E)-a-Farneseno, presente con un 0,32% en frutos y en cantidad traza
en hojas. El Decanal estuvo presente en proporciones de 0,06 en frutos y en cantidad traza
en hojas. El Acetato de Hexilo registr6 solo en los frutos un 0,18% de abundancia. El D-
Germacreno solo estuvo presente en este cultivar, en los frutos con una abundancia de
0,25%. Fue el cultivar que registro solo en hojas la mayor proporcion de (Z)-3-Hexenol
con un 30,33%. Presentd en frutos un 0,08% de (E)-B-Ocimeno. También solo en hojas
registré un 1,48% de B-Mirceno, 0,79% de Benzaldehido y un 0,11% de 6-Metil-5-

Hepten-2-ona.
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Cuadro 2.9: Principales compuestos del perfil de volatiles presentes en frutos y hojas de cuatro cultivares de C. oblonga, en la etapa de fruto en
maduracion. Determinado por HS-SPME y GC/MS en una muestra compuesta de ocho plantas por cultivar. La abundancia de cada compuesto
se encuentra en proporcion relativa al total. nd: compuesto no detectado. Se consider6 traza a compuestos con una abundancia relativa menor al

0,05%.
Tiempo Cultivares
Compuesto de 3 Indice .(!e Champion INTA 37 INTA 117 INTA 147
Retencion Retencion . . . .
(min) Fruto Hoja Fruto Hoja Fruto Hoja Fruto Hoja
1 Etanotiol TI 1,80 530 nd 8,10 nd 1,19 0,52 1,66 047 2,89
2 Hexano HC 1,94 601 1720 nd 14,24 0,79 27,99 1,65 23,66 1,93
3 1-Penten-3-ol AL 2,47 679 nd nd nd 029 nd 1,06 nd 1,34
4 2-Metil-2-Butenal AH 3,09 742 0,08 nd 0,14 nd 1,50 nd 1,01 nd
5 (E)-2-Pentenal AH 3,41 747 nd 0,15 nd 0,05 nd 0,05 nd 0,29
6 Tolueno AR 3,65 756 nd 0,60 053 027 091 1,04 0,73 0,86
7 Hexanal AH 4,31 795 291 1,63 12,51 047 565 0,56 3,71 143
8 Ester etilico del acido 2-metil Butanoico ES 5,86 837 2,49 nd 1,00 nd 4,57 nd 4,59 nd
9 (Z)-3-Hexenol (EAG+) AL 6,19 846 nd 21,24 2,73 1340 nd 7,18 nd 30,33
10 Ciclohexanol AL 6,66 857 nd 1,93 nd nd nd nd nd 1,53
11 1-Hexanol AL 6,69 859 1,28 2,86 6,51 5,02 1,84 1576 1,84 1,84
12 Acetato de Metilbutilo ES 7,10 869 nd nd nd nd nd nd 1,09 nd
13 (E,E)-2,4-Hexadienal AH 8,75 904 nd 0,23 nd 0,48 nd 0,19 nd 0,66
14 o-Tujeno MT 9,61 915 nd 0,02 nd nd nd 0,09 nd 0,03
15 a-Pineno MT 10,05 919 nd 0,30 nd 0,34 nd 0,36 nd 0,42
16 Tiglato de etilo ES 10,47 921 0,25 nd 0,29 nd 0,70 nd 0,43 nd
17 Canfeno MT 11,06 943 0,22 0,19 0,64 024 038 027 027 0,28
18 Benzaldehido (EAG+) AH 11,93 942 nd 016 nd 027 nd 0,21 nd 0,79
19 Sabineno MT 12,79 950 nd 0,06 nd 0,09 nd 0,10 nd 0,12
20 6-metil-5-hepten-2-ona (EAG+) CT 13,93 963 nd 010 =nd 015 nd 011 nd 0,11
21 B-Mirceno (EAG+) MT 14,32 969 nd 147 nd 1,91 nd 158 nd 147
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22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39

40
41
42
43

Hexanoato de etilo
4-etil-2-hexinal
Acetato de hexilo (EAG+)
p-Cimeno
Limoneno (K/EAG+)
(E)-p-Ocimeno (EAG+)
a-Felandreno
0-Cimeno
Heptanoato de etilo
(E,Z)-2,6-nonadienal
B-Citronelal
(Z)-2-Nonen-1-ol
(E)-1-(metoximetoxi)-2-octeno
(Z)-4-Octenoato de etilo
Octanoato de etilo
Decanal (EAG+)
Teaspirano Z o E
Teaspirano Z o E
Ester isobutilico del acido 2,2,4-trimetil-3-
isopropilcarboxipentanoico
(E)-7-Tetradeceno
Ester del acido 2,2-dimetil-1-(2-hidroxi-1-
metiletil)propil 2-metil-propanoico
(Z)-3-Tetradeceno

ES
AH
ES
MT
MT
MT
MT
MT
ES
AH
MT
AL
HC
ES
ES
AH

ES
HC
ES
HC

15,14
16,42
16,51
17,18
17,50
19,40
20,52
23,29
25,34
26,89
29,62
32,34
32,76
33,85
34,34
34,76
38,06
38,69

39,72
39,99
40,39
41,02

978

992

991

1002
1005
1034
1040
1050
1092
1111
1133
1174
1175
1190
1196
1200
1291
1307

1331
1359
1368
1391

2,46
nd
0,18
nd
8,89
0,10
nd
nd
0,45
nd
0,29
3,92
0,22
0,25
1,61
0,07
9,16
4,99

0,59
nd
0,20
0,19

0,28 3,58 0,11
0,15 nd 0,12
nd 0,17 nd
0,03 nd 0,03
59,17 27,84 70,63
0,05 0,09 0,03
0,03 nd 0,04
0,03 nd 0,07
nd 0,42 nd
0,17 nd 0,79
0,02 0,27 0,03
0,18 2,87 043
0,01 0,16 0,03
nd 0,10 nd
nd 0,89 nd
0,01 0,06 0,03
nd 0,20 nd
nd 0,34 nd
nd 0,15 0,11
0,03 nd 0,10
0,02 022 0,25
nd 0,12 nd

9,71
nd
0,17
nd
7,88
0,07
nd
nd
0,84
nd
0,21
2,90
0,25
0,19
2,26
0,05
11,90
8,54

0,11
nd
0,20
0,16

0,16
0,14
nd
0,09
63,71
0,04
0,06
0,07
nd
1,90
0,04
0,24
0,03
nd
nd
0,01
nd
nd

nd
0,06
0,06

nd

11,42 0,09
nd 026
0,18 nd
nd 0,05
3,81 51,56
0,08 0,03
nd 0,04
nd 0,06
1,13 nd
nd 037
0,20 0,02
2,38 0,20
0,58 0,02
034 nd
2,05 nd
0,06 0,02
18,35 nd
1540 nd
021 nd
nd 0,05
035 0,04
0,09 nd
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44 Tetradecano HC 41,30 1399 nd nd nd 0,06 nd nd nd 0,01
45 Dodecanal AH 4146 1402 0,25 nd 0,07 nd 0,08 nd 0,05 nd
46 Dihidro-B-ionona SQ 42,01 1428 0,02 nd nd nd 0,16 nd 0,15 nd
47 D-Germacreno (EAG+) SQ 43,24 1482 nd nd nd nd nd nd 0,25 nd
48 2-(2-etilhexil)-Tiofeno AR 4335 1489 1,06 0,06 0,44 0,13 0,52 0,06 0,26 0,05
49 (E,E)-a-Farneseno (K/ EAG+) SQ 43,67 1503 2497 0,01 17,89 0,03 4,57 0,01 0,32 0,005
50 3,7,11-trimetil-1-Dodecanol AL 45,09 1565 0,23 nd 0,04 nd nd nd nd nd
51  Ester ciclohexilmetil isobutilico del 4cido sulfuroso ES 47,52 1691 1,17 0,06 0,36 0,29 0,51 0,16 0,68 0,10
52 2,6-dimetil-Heptadecano HC 48,49 1760 0,41 nd nd nd nd nd nd nd
Area relativa total 86,12 99,35 94,86 98,29 9534 98,70 96,13 99,28

Champion INTA 37 INTA 117 INTA 147

Fruto Hoja Fruto Hoja Fruto Hoja Fruto Hoja

Frecuencia de Kairomonas (K) 2 2 2 2 2 2 2 2
Proporcion de Kairomonas 33,86 59,18 45,73 70,66 12,46 63,72 4,13 51,57

Frecuencia de compuestos EAG+ 5 8 6 8 5 8 6 8
Proporcion de compuestos EAG+ 34,20 82,21 48,78 86,45 12,75 72,85 4,70 84,31

Grupos quimicos, TI: Tiol, HC: Hidrocarburos; AR: Aromatico; AC: Acido organico; AL: Alcoholes: ES: Esteres; AH: Aldehidos; MT: Monoterpenos; N: Norisoprenoide;
CT: Cetona, SQ: Sesquiterpenos. Se marcaron en negrita, los compuestos considerados principales en abundancia relativa, presentes en casi todas las muestras. K:
compuestos con actividad de Kairomona y EAG+: compuestos con actividad electroantenografica en hembras de carpocapsa.
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2.4.Discusion

Se caracteriz6 el perfil de compuestos volatiles del membrillo durante el desarrollo de
la fenologia del cultivo. Ademas, se identificaron los volatiles que actian como atrayentes
de carpocapsa. Se plantearon las etapas fenoldgicas desde floracion hasta maduracion,
para después realizar ensayos relacionados al ciclo bioldgico de carpocapsa. En la
caracterizacion de volatiles se tuvieron en cuenta flores, hojas o frutos, drganos en los

que la hembra de carpocapsa puede oviponer.

Etapa de floracion

En esta etapa, se identificaron treinta y nueve compuestos diferentes entre flores y
hojas. En hojas predominaron los ésteres, representados en mayor proporcion por el
Acetato de (Z)-3-Hexenol y en flores los sesquiterpenos con el (E,E)-a-Farneseno. Se
identifico la mayor cantidad de sesquiterpenos diferentes, algunos como el B-Cariofileno,
D-Germacreno, (Z)-B-Farneseno y (Z,E)-a-Farneseno, estuvieron presentes, pero no en
todos los 6rganos. El (Z)-3-Hexenol predomind en hojas mientras que, el (E)-f-Ocimeno,
Limoneno y el Benzaldehido lo hicieron en las flores. Este trabajo presenta el primer

aporte de la caracterizacion de volatiles de flores de membrillo.

En estudios previos, se report6 en hojas de membrillo al Benzaldehido, Linalol, (E,E)-
a-Farneseno y Limoneno en alta proporcion (Erdogan et al. 2012). En ramas florales de
manzano, se encontrd una mayor proporcion de sesquiterpenos, de los cuales el (E,E)-a-
Farneseno fue el de mayor proporcion, siguiendo el D-Germacreno, B-Cariofileno y
(Z,E)-a-Farneseno. También se identificaron el Acetato de (Z)-3-Hexenol, Limoneno,
(E)-B-Ocimeno, Benzaldehido y del (Z)-3-Hexenol (Bengtsson et al. 2001, Fraternale et
al. 2014). En hojas de manzano, se encontr6 el Acetato de (Z)-3-Hexenol en mayor
proporcion que el (E,E)-a-Farneseno (Giacomuzzi et al. 2016). Baraldi et al. (1999)

identificaron una mayor frecuencia de volatiles en las flores de manzano en comparacion
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con las flores de peral, en donde predominaron los monoterpenos Linalol y el Limoneno.
Si bien el analisis se enfoc6 en los monoterpenos, también encontraron en ambas especies
otros compuestos como el Hexanol y el Acetato de (Z)-3-Hexenol y al Benzaldehido.
Omata et al. (1990) encontraron en flores de manzano que aproximadamente el 40% de
los volatiles correspondian a hidrocarburos alifaticos, un grupo quimico que no fue una
fraccion predominante en este trabajo. En ramas florales de peral el Acetato de (Z)-3-
Hexenol se encontr6 en mayor proporcion que el (E,E)-o-Farneseno (Najar-Rodriguez et
al. 2013, Giacomuzzi et al. 2016). Las flores del membrillo fueron el 6rgano de mayor
contribucidn a la emision de kairomonas con valores de abundancia relativa entre 39,8%
y 94,06%. Sin embargo, las hojas también contribuyeron con altos porcentajes de
compuestos EAG+ (superiores al 43,27%), para los cuales ain no se ha determinado si

actuan como kairomonas.

Etapa de poscuaje a fruto inmaduro

En etapa se identificaron veinticinco compuestos diferentes entre frutos en poscuaje y
hojas. El perfil volatil de frutos fue mas variado que el de las hojas. El (Z)-3-Hexenol
predominé en los frutos de membrillo. En cuanto a los monoterpenos, se identificaron
mas que en floracion y la mayoria aparecio solo en frutos de membrillo. El méas abundante
fue el (E)-B-Ocimeno, pero también se registro 6-3-Careno, Limoneno, Pironeno, -
Mirceno y Alo-Ocimeno. El (Z,E)-a-Farneseno fue el unico sesquiterpeno solo presente
en los frutos de membrillo. El Benzaldehido, Hexanal y Nonanal solo se presentaron en
los frutos de membrillo. En hojas predominaron los ésteres, representados por el Acetato

de (Z)-3-Hexenol.

En frutos de manzano el (Z)-3-Hexenol fue predominante en hojas en comparacion a
los frutos (Bengtsson et al. 2001). En estudios previos Casado et al. (2006, 2008), hallaron

en ramas con hojas y frutos de manzano y nogal, que este compuesto aumentd su
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proporcion al anochecer. En cambio, Vallat & Dorn (2005) observaron que, en ramas con
hojas y frutos de manzano, el (Z)-3-Hexenol disminuy6 desde caida de pétalos hasta el
poscuaje. Se registrd la presencia del (E)-B-Ocimeno, 8-3-Careno, Limoneno y B-Mirceno
en manzano (Casado et al. 2006). En frutos de manzano el Limoneno, (E)-B-Ocimeno y
0-3-Careno aumentaron desde floracion a cuaje (Rapparini et al. 2001) y desde cuaje a
fruto inmaduro (Vallat & Dorn 2005). Se encontr6 que el (Z,E)-a-Farneseno esta presente
en proporciones menores en comparacion con el (E,E)-o-Farneseno (Bengtsson et al.
2001). El Benzaldehido se present6 en manzano (Vallat & Dorn 2005) y en nogal (Casado
et al. 2008). Respecto al Nonanal, se encontré en manzano que la proporcion aumentd
desde floracion a poscuaje (Bengtsson et al. 2001) y también desde cuaje a frutos
inmaduros (Vallat & Dorn 2005, Casado et al. 2006). También estuvo presente en etapa
de frutos inmaduros en nogal (Casado et al. 2008). El Acetato de (Z)-3-Hexenol fue
mayoritario en las hojas de manzano por (Bengtsson et al. 2001, Casado et al. 2006, El-
Sayed et al. 2013).En esta etapa la contribucién y abundancia de kairomonas fue muy
baja. Sin embargo, la abundancia de compuestos EAG+ (superiores al 92,18%) fue

elevada, principalmente debido a la presencia del Acetato de (Z)-3-Hexenol en las hojas.

Etapa de fruto en crecimiento

Se identificaron setenta y ocho volatiles diferentes entre hojas y frutos. En esta etapa
la diversidad de compuestos volatiles fue mayor en comparacion con la etapa de floracion,
poscuaje y maduracion. En frutos de membrillo predominaron los alcoholes,
representados por una mayor proporcion en frutos del Hexanol y del (Z)-3-Hexenol. El
grupo de monoterpenos fue muy variado, se destacd en hojas y estuvo representado por
el Limoneno. El Acetato de (Z)-3-Hexenol se presentd con abundancia en los frutos y

solo en el cultivar Champion fue mayoritario en hojas. El Benzaldehido solo estuvo
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presente en hojas. El (E,E)-a-Farneseno fue mayoritario en frutos. El Teaspirano Z o E

solo se identifico en frutos.

En estudios previos en manzano se identificaron como volatiles abundantes al Acetato
de (Z)-3-Hexenol, al (Z)-3-Hexenol, al (E,E)-a-Farneseno y al Limoneno (Casado et al.
2006). Mattheis et al. (1991) no identificaron ningiin monoterpeno o sesquiterpeno en sus
estudios en manzano. En cambio, Hern & Dorn (2002), en frutos de manzano solamente
identificaron al (E)-B-Ocimeno y al (E,E)-a-Farneseno. Lara et al. (2008) y (Villatoro et
al. 2008), identificaron al Limoneno, Acetato de Hexilo, Hexanol y Hexanoato de etilo
ademas de una gran variedad de ésteres no identificados en membrillo. Yang et al. (2021),
utilizaron la misma fase de fibra empleada para la técnica de SPME que en este trabajo,
para extraer los volatiles en frutos de manzano. Sin embargo, la identificacion de dichos
autores tiene pocas coincidencias con el membrillo. Los ésteres fueron numerosos,
aparece el (E,E)-a-Farneseno, pero no observaron ningin monoterpeno. En frutos de peral
se identificaron el hexanoato de etilo, salicilato de metilo y la 6-Metil-5-Hepten-2-ona.
Se identific6 como mayoritario al (E,E)-a-Farneseno y entre los monoterpenos, solo
aparecio el (E)-B-Ocimeno (Lu et al. 2012). Por otro lado, el Benzaldehido fue abundante,
también el Acetato de (Z)-3-Hexenol, y de una gran variedad de monoterpenos, el (E)-p-
Ocimeno fue mayoritario y se detectaron trazas del (E,E)-a-Farneseno (Najar-Rodriguez
et al. 2013). En nogal, de una gran variedad de monoterpenos, el B-Pineno fue el mas
abundante y le siguid el Limoneno. De los ésteres el Acetato de (Z)-3-Hexenol fue
mayoritario. Entre los sesquiterpenos se identifico al (E,E)-a-Farneseno, pero en menor
cantidad. En esta etapa, la mayor contribucion de kairomonas en abundancia se registrd
en las hojas, excepto en el cultivar Champion que fue en los frutos. Las hojas también

aportaron la mayor abundancia de compuestos EAG+ (superiores al 44,98%).
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Etapa de fruto en maduracion

En la tltima etapa fenologica del ciclo se identificaron cincuenta y dos volatiles
diferentes entre frutos y hojas. Los monoterpenos se destacaron en variedad y
representados con el Limoneno mayoritariamente en hojas. Se destaca una gran variedad
de monoterpenos como el B-Mirceno, a-Pineno, Canfeno, B-Citronelal, Sabineno, (E)-p-
Ocimeno, o-Cimeno, p-Cimeno, a-Tujeno y a-Felandreno. El Hexanol se presentd
mayoritariamente en hojas y el (Z)-3-Hexenol solo en hojas. Se identifico el Tiglato de
etilo, Acetato de hexilo, Hexanoato de etilo, Heptanoato de etilo y el Octanoato de etilo.
Se observo mayoritariamente al Hexanal y Decanal en frutos y al Benzaldehido solo en
hojas. El (E,E)-a-Farneseno tuvo mayor proporcion en frutos y el D-Germacreno solo se
presentd en frutos de un solo cultivar. El Teaspirano Z y E solo se presentaron en los

frutos del membrillo.

Schreyen et al. (1979), Tateo & Bononi (2010) y Grifidn et al. (2019), encontraron al
Limoneno en frutos membrillo en maduracion, pero en pequefias proporciones. Umano
et al. (1986) y Mihara et al. (1987), identificaron al Limoneno, pero en la piel del
membrillo. En frutos de membrillo el Hexanol fue un poco mayor al (Z)-3-Hexenol
(Schreyen et al. 1979, Tsuneya et al. 1983, Tateo & Bononi 2010). Velickovi¢ et al.
(2016), encontraron que el Hexanol fue mayoritario en hojas de membrillo. Se concuerda
con Erdogan et al. (2012), quienes encontraron al (Z)-3-Hexenol en una mayor proporcion
en hojas de membrillo. Se coincide parcialmente con Lopez et al. (2022), los cuales
encontraron al Octanoato de etilo como mayoritario de un gran grupo de ésteres, en
cultivares de membrillo como Champion e INTA 147. El Benzaldehido y Hexanal se
identificaron en membrillo (Schreyen et al. 1979, Umano et al. 1986, Velickovi¢ et al.
2016). Para Erdogan et al. (2012), la proporcion de Benzaldehido fue mayor a la de

Hexanal en hojas de membrillo. Lopez et al. (2022) identificoé al (E,E)-a-Farneseno
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abundante en frutos de membrillo. El (E,E)-a-Farneseno se presentd mayoritariamente en
frutos de membrillo (Tateo & Bononi 2010, Veli¢kovi¢ et al. 2016, Grifan et al. 2019,
Lopez et al. 2022). Erdogan et al. (2012) ademas de encontrar al (E,E)-a-Farneseno en

hojas, también pudieron identificar al D-Germacreno.

En manzano (Ferreira et al. 2009) y peral (Najar-Rodriguez et al. 2013), el Limoneno
fue identificado junto al (E)-B-Ocimeno. En plantas con frutos de manzano, se presentod
en gran proporcion junto al p-Cimeno (Rapparini et al. 2001). Buttery et al. (2000)
identificaron en nogal una gran variedad de monoterpenos que coinciden con los
encontrados en este trabajo de tesis. Najar-Rodriguez et al. (2013), identificaron que el
(Z)-3-Hexenol fue mayor al Hexanol. Cuando Ferreira et al. (2009) analizaron al fruto de
manzano, encontraron que el (Z)-3-Hexenol solo se emitido en piel y pulpa, en una
proporciéon mucho menor al Hexanol, el cual estuvo presente en todas las muestras.
Cuando Ferreira et al. (2009) analizaron en partes al manzano, encontraron que el Hexanal
y Benzaldehido tuvieron mayores proporciones en la fruta entera, y el Decanal en la
pulpa. Buttery et al. (2000) encontraron proporciones similares de estos volatiles en frutos
de nogal. La mayor contribucion de kairomonas en membrillo se encontré en hojas con
abundancias superiores a 51,57% y también la mayor contribucion de compuestos EAG+

con abundancias superiores a 72,81%.

Kairomonas y compuestos con actividad electroantenogridfica

En etapa de floracion no se realizaron ensayos de comportamiento con individuos de
carpocapsa. Esto es debido a que, en la floracioén en el campo experimental, no hubo
capturas de adultos de carpocapsa. Esto fue monitoreado con el uso de trampas cebadas
con feromonas y seguimiento de carpogrados. Sin embargo, en esta etapa las flores son
organos presentes por un corto periodo, pero con un rol ecolégico importante para la

atraccion de polinizadores (Baraldi et al. 1999, Raguso 2008, Muhlemann et al. 2014).
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Por esto la emision de un “bouquet” diverso y exclusivo en composicion, estableceria una
comunicacion especifica entre grupos especificos de polinizadores como, abejas, polillas,
moscas, avispas, escarabajos (Dudareva & Pichersky 2000, De Vega et al. 2014, Bisrat
& Jung 2022). También se ha demostrado que la emision de volatiles en floracion podria
variar siguiendo ritmos circadianos, atrayendo tanto polinizadores diurnos como
nocturnos (Dudareva & Pichersky 2000, Raguso 2008). De los compuestos con actividad
electroantenografica en floracion, algunos se han reportado como atrayentes de abejas
meliferas: el (Z)-3-Hexenol (Bisrat & Jung 2022); Benzaldehido (Bisrat & Jung 2022, Su
et al. 2022); el (E,E)-a-Farneseno (Bisrat & Jung 2022) y (E)-B-Ocimeno (Bisrat & Jung
2022, Su et al. 2022). Los abejorros y abejas carpinteras son atraidos por el (E,E)-a-

Farneseno (Klatt et al. 2013) y el Limoneno (Klatt et al. 2013, Bisrat & Jung 2022).

En el Capitulo 3 se presentan los ensayos de comportamiento con hembras fecundadas
para evaluar la oviposicion y con larvas neonatas de carpocapsa para la eleccion, frente a
cultivares de membrillo. Estos ensayos se realizaron desde poscuaje hasta la maduracion

del membrillo.

La oferta de compuestos con actividad electroantenografica y de kairomonas fue
menor en poscuaje y mayor en crecimiento. Entre las tres etapas coinciden en presencia
el Limoneno, (E)-B-Ocimeno, (Z)-3-Hexenol, Acetato de hexilo, Benzaldehido y B-
Mirceno. El Limoneno seria una potencial kairomona de hembras de carpocapsa segtn lo
hallado por Landolt & Guédot (2008). El Acetato de hexilo gener6 una mayor respuesta
de hembras en comparacion con el Benzaldehido y B-Mirceno segiin Casado et al. (2006).
El Acetato de (Z)-3-Hexenol y el Nonanal solo se presentaron en poscuaje y crecimiento
del membrillo. El Acetato de (Z)-3-Hexenol tuvo una mayor respuesta de hembras de
carpocapsa que el (Z)-3-Hexenol (Casado et al. 2006). El (Z)-3-Hexenol generd una

respuesta electroantenografica consistente en hembras segin Bengtsson et al. (2001) y
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Ansebo et al. (2004). En manzano generd baja respuesta en electroantenografia segiin
Casado et al. (2006) y de captura en trampa segin Landolt & Guédot (2008). El (E)-B-
Ocimeno estuvo presente en manzanas, peras y nueces y provoco una respuesta antenal
en hembras de carpocapsa (Witzgall et al. 2005). El 6-Metil-5-Hepten-2-ona, Decanal, y
el (E,E)-a-Farneseno estuvieron presentes en crecimiento y maduracién del membrillo.
En poscuaje no se registr6 al (E,E)-a-Farneseno, la kairomona principal de carpocapsa
(Bengtsson et al. 2001, Backman et al. 2001, Ansebo et al. 2004, Casado et al. 2006,
Landolt & Guédot 2008, El-Sayed et al. 2013). En cambio, se registr6é al (Z,E)-a-
Farneseno, el cual posee actividad electroantenografica en hembras de carpocapsa
(Bengtsson et al. 2001, Backman et al. 2001, El-Sayed et al. 2013). Ambos sesquiterpenos
dieron respuestas similares en hembras de carpocapsa mediante electroantenografia,
presentandose el (E,E)-o-Farneseno en mayor proporcion que el (Z,E)-a-Farneseno
(Bengtsson et al. 2001). El Decanal y nonanal provocaron respuestas en hembras
superiores al (E,E)-a-Farneseno segin Casado et al. (2006) y similares entre si, segun El-
Sayed et al. (2013). El volatil 6-Metil-5-Hepten-2-ona mostrd una respuesta antenal de
hembras un poco menor en comparacion al (E,E)-a-Farneseno (Casado et al. 2006). El 2-
Hexenal, Octanal, Salicilato de Metilo y B-Pineno solo estuvieron presentes en la etapa
de crecimiento del membrillo. Segin Casado et al. (2006), el Octanal generd una
respuesta antenal de hembras mayor, luego siguid el 2-Hexenal, Salicilato de Metilo y -
Pineno. El Salicilato de Metilo provocod una respuesta antenal de hembras constante
(Bengtsson et al. 2001, Biackman et al. 2001, El-Sayed et al. 2013). En algunos trabajos
el B-Pineno ha sido reportado como repelente de hembras fecundadas (Vallat & Dorn
2005). El D-Germacreno solo se presentd en etapa de crecimiento del membrillo y
provocé una respuesta antenal de hembras segun Biackman et al. (2001) y Bengtsson et

al. (2001).
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Kairomonas como el (E,E)-a-Farneseno y el (E,Z)-2,4-Decadienoato de Etilo (éster de
pera), también atraen a las larvas neonatas de carpocapsa (Sutherland & Hutchins 1972,
Knight & Light 2001). El éster de pera no se encontrd en este trabajo, pero si fue reportado
en variedades de membrillo por Lopez et al. (2022). Segin Landolt et al. (2000), las larvas
neonatas respondieron en ensayos de doble eleccion y olfatometria, dirigiéndose hacia la
fuente de emision de extracto de manzana de frutos inmaduros. Estos extractos deben

poseer kairomonas de atraccion de larvas neonatas de carpocapsa.

Sobre la base de la presencia de kairomonas y sus proporciones en cada cultivar, se
propone que en etapa de poscuaje y frutos inmaduros, los cultivares INTA 147 y
Champion, podrian ser mas atractivos hacia las hembras de carpocapsa y larvas neonatas.
En etapa de crecimiento los cultivares INTA 147 e INTA 117 podrian ser los mas
elegidos. Por tltimo, en maduracion, los cultivares INTA 37 y Champion podrian ser los

mas atractivos hacia carpocapsa.

En los frutos, la produccion y emision de volatiles definen el aroma como un indicador
de madurez (Villatoro et al. 2008). La contribucion de cada compuesto en el aroma final
depende de la disponibilidad de sustratos y la actividad enzimatica correspondiente en
cada ruta biosintética de los volatiles. Con el avance del desarrollo de la fenologia, se
espera una progresion natural de compuestos volatiles. Al principio el perfil puede estar
representado por aldehidos que se reducen a alcoholes, que luego se esterifican y
finalmente predominan los ésteres (Mattheis et al. 1991, Espino-Diaz et al. 2016). En este
trabajo esta progresion de volatiles no ocurrid. La emision de monoterpenos fue
aumentando y la de sesquiterpenos disminuyendo a medida que avanzaba el desarrollo de
la fenologia del membrillo. La biosintesis de monoterpenos y sesquiterpenos ocurre en
rutas y lugares separados, pero conectados entre si, dependiendo del flujo de carbono

(Dudareva et al. 2013, Muhlemann et al. 2014). La proporcion de alcoholes y aldehidos
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fue aumentando hasta la etapa de crecimiento y luego disminuyeron en maduracion. En
cambio, los ésteres aumentaron desde floracion a poscuaje, para luego disminuir
drasticamente hacia la madurez. Los norisoprenoides aparecieron en etapa de crecimiento
y aumentaron su proporciéon en maduracion. Hay grupos quimicos que no tuvieron
diversidad de compuestos volatiles como los tioles, cetonas, acidos organicos y
norisoprenoides. En la identificacion se observaron compuestos que contienen azufre,
como el Ester de Sulfuro, el Tiofeno y Etanotiol. Hay compuestos volatiles que desde su
biosintesis pueden derivar de aminoacidos (Dudareva et al. 2006, Espino-Diaz et al.
2016), la Metionina, puede originar compuestos como el Dimetilsulfuro o Tioésteres.
Algunos compuestos de sulfuro han sido identificados en manzano y uva (Giacomuzzi et
al. 2017), melon (El Hadi et al. 2013) y frutos tropicales (Cannon & Ho 2018). Por otro
lado, el Tolueno, Estireno, p-Xileno y m-Xileno, estdn asociados a actividades

antropogénicas y como contaminantes del aire (Baraldi et al. 1999, He et al. 2019).

Al analizar el perfil de volatiles por cultivar, érgano y seguin el desarrollo fenoldgico
del membrillo, se observa que la presencia y proporcion de algunos compuestos fue
cambiando. A partir de la etapa de crecimiento hacia la maduracion, se observo que los
grupos de alcoholes, monoterpenos, ésteres y aldehidos fueron mas diversos que en las
etapas mas tempranas. Por otro lado, los sesquiterpenos solo fueron abundantes y diversos
en floraciobn. A esto se suma a que la oferta de kairomonas y compuestos
electroantenograficos fue distinta entre etapas fenologicas. Segin lo analizado en este
capitulo, se retnen evidencias en favor de la Hipoétesis: “El perfil de compuestos volatiles
varia con las distintas etapas fenologicas del membrillo”. La emision de compuestos
volatiles puede variar por: el estado de desarrollo fenoldgico; condiciones ambientales;
posicidn geografica; la genética entre especies o cultivares y el manejo agronémico como

fertilizaciones y aplicaciones quimicas (Fellman et al. 2000, El Hadi et al. 2013, Espino-
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Diaz et al. 2016). También pueden variar por diferencias metodoldgicas (Hern & Dorn
2002, Khoubnasabjafari & Jouyban 2011), como el método de extraccion de volatiles y
la parte de la planta a analizar. Incluso ocurren variaciones por factores bidticos. En
situaciones de estrés hidrico, la emision de volatiles puede disminuir (Ebel et al. 1995,
Mpelasoka & Behboudian 2002, Grinan et al. 2019). La emision de volatiles también
puede variar seglin los ritmos circadianos (Dudareva & Pichersky 2000, Raguso 2008).
Se ha encontrado una emision diferente entre el dia y el anochecer de algunos compuestos

volatiles en frutales de pepita y nogal (Casado et al. 2006, 2008).

Se han identificado una gran variedad de compuestos volatiles en membrillo desde los
primeros reportes (Shimizu & Yoshihara 1977, Khoubnasabjafari & Jouyban 2011). Con
el paso del tiempo las técnicas de extraccion de volatiles fueron variando, desde
preparaciones que involucran una molienda o destruccion de la muestra, a poder
muestrear la fruta entera o en porciones. La eficiencia de extraccion de volatiles por fase
solida, ademas de las condiciones experimentales, también depende de las propiedades
del recubrimiento de la fibra. La fibra SPME recubierta con DVB/CAR/PDMS, como
fuera utilizada en este trabajo, proporciono la mayor eficiencia de extraccion en volatiles
de manzano (Ferreira et al. 2009) y en membrillo (Tateo & Bononi 2010) en trabajos
previos. Se destaca que algunos de los autores realizaron la identificacion de volatiles en

ramas con sus frutos y hojas.

Plagas como la carpocapsa y otros Tortricidos, frente a un perfil de volatiles cambiante
segun el desarrollo fenoldgico de su hospedero, tienden a interpretar la informacion
quimica y adaptarse. Estas sefiales emitidas en una mezcla compuesta o en un bouquet
especifico, son percibidas por la hembra que es la que debe elegir el sitio para oviposicion
(Pifiero & Dorn 2009, Tasin et al. 2011, Lu et al. 2014). La emision de diferentes perfiles

o bouquet de volatiles del membrillo, estaria influyendo en el comportamiento de la
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carpocapsa en las diferentes etapas fenoldgicas. El perfil de volatiles cambia durante el
desarrollo del membrillo y la carpocapsa ataca al cultivo durante casi todo el ciclo
fenolodgico. Por esto, era interesante caracterizar el perfil de volatiles de este cultivo, en
una interaccion membrillo-carpocapsa poco estudiada. En el capitulo siguiente, se plantea

evaluar el comportamiento de la plaga en las etapas fenologicas del membrillo.

2.5.Conclusion

Los resultados expuestos en este capitulo retinen evidencias en favor de la hipotesis
planteada ya que el perfil de compuestos volatiles fue cambiando en proporcion y
variedad durante la fenologia del membrillo. En etapa de poscuaje y frutos inmaduros,
los cultivares INTA 147 y Champion, podrian ser mas atractivos hacia las hembras de
carpocapsa y larvas neonatas. En etapa de crecimiento los cultivares INTA 147 e INTA
117 podrian ser los mas elegidos. Por ltimo, en maduracion, los cultivares INTA 37 y
Champion podrian ser los mas atractivos para carpocapsa. De esto surge una alternativa
interesante, al identificar en el membrillo posibles volatiles con actividad
electroantenografica o kairomonas, que tengan aplicacion sobre otros hospederos. Este
trabajo representa el primer aporte cientifico de la evaluacion de compuestos volatiles en

membrillo en distintas etapas fenoldgicas.



CAPITULO 3

Oviposicion de hembras y eleccion de larvas neonatas de carpocapsa durante la

fenologia del cultivo
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3.1. Introduccion

La Carpocapsa (Cydia pomonella L.) es reconocida como una plaga olifaga y sus
principales hospederos son el manzano, peral, membrillero y el nogal (Wearing et al.
2001, Casado 2007). Esta plaga afecta intensamente los frutos y tiene impacto en la
calidad de las producciones en la mayoria de las regiones donde estos cultivos estan
(Fernandez 2012, Cichon et al. 2015). Una vez fecundada, la hembra de carpocapsa lleva
a cabo la localizacion del hospedero y el reconocimiento del sitio adecuado para la
oviposicion de su descendencia. Este proceso de localizacion implica la respuesta a
diversos estimulos, incluyendo los visuales, tactiles y semioquimicos volatiles (Gut 1980,
Blomefield et al. 1997, Marti Marti 2000, Wearing 2016). La correcta localizacion del
hospedero es de vital importancia para la alimentacion y desarrollo de la larva neonata, y
por ende, para la continuidad del ciclo de vida de la especie (Marti Marti 2000, Al Bitar
etal. 2012, Wei et al. 2015). La carpocapsa muestra una preferencia notable en su eleccion
de hospederos, siendo el manzano el mas seleccionado en comparacion con el peral,
membrillero y nogal. Dentro de las variedades de manzano, la Golden Delicious es la mas
preferida, lo que la hace mas susceptible a las infestaciones por carpocapsa (Hogmire &

Miller 2005, Joshi et al. 2015, Wearing 2016).

La emision de volatiles de los hospederos estimula la produccion de feromona de las
hembras, el llamado y copula con los machos de carpocapsa y la posterior oviposicion
(Yan et al. 1999, Vallat & Dorn 2005, Witzgall et al. 2005). Durante las primeras etapas
fenologicas, la mayoria de los huevos son depositados en las hojas cercanas a los frutos.
A medida que el tiempo avanza, los huevos son colocados directamente sobre los frutos
(Geier 1963, Blomefield et al. 1997, Marti Marti 2000, Wearing 2016). La hembra
prefiere oviponer sobre superficies lisas, evitando las pubescentes (Geier 1963, Gut 1980,

Marti Marti 2000, Al Bitar et al. 2010, Wearing 2016). Una vez que nacen las larvas,
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deben localizar el fruto e ingresar rapidamente sino quedarian expuestas a condiciones
desfavorables como la mortalidad por exposicion a insecticidas, depredadores o factores
abioticos (Marti Marti 2000, Hughes et al. 2003, Light & Beck 2012). Durante la
localizacion del fruto, la larva realiza comportamientos de busqueda en los que se orienta
mediante la percepcion de las kairomonas emitidas por el hospedero (Landolt et al. 1998,

Hughes et al. 2003, Pasqualini et al. 2005).

En investigaciones sobre localizacion de hospedero, el uso de las kairomonas tomo
relevancia cuando se emplearon para el monitoreo mediante trampas o combinadas con
el uso de insecticidas (Knight & Light 2001, Witzgall et al. 2008, Knight et al. 2018). Las
kairomonas principales de carpocapsa son el (E,E)-a-Farneseno y el Ester de Pera, ambos
compuestos atraen adultos y larvas (Knight & Light 2001, Light et al. 2001, Knight et al.
2018). El (E,E)-a-Farneseno en altas dosis resulta ser repelente de hembras fecundadas
(Hern & Dorn 1999). La exposicion a ciertas dosis del Ester de Pera (Light & Beck 2010,
2012) y al (E,E)-a-Farneseno y extractos de manzano (Hughes et al. 2003), causaron el
arresto en larvas neonatas y un aumento en el tiempo de merodeo antes de ingresar al
fruto. Las larvas neonatas sobreviven en un breve periodo de tiempo sin alimentacion,
por lo que deben localizar y penetrar las frutas rapidamente (Jackson 1979, Marti Marti
2000). Una vez que la larva ingresa al fruto, se pierde el momento oportuno de control

mediante insecticidas o depredadores (Knight et al. 2018).

Las hembras de carpocapsa son atraidas por los estimulos volatiles emitidos por los
frutales. En ensayos en tunel de vuelo (Reed & Landolt 2002) y mediante olfatometria
(Yan et al. 1999), las hembras fecundadas de carpocapsa se sintieron atraidas por los
frutos y aromas del manzano. La aplicacion de semioquimicos que puedan inducir
repelencia en la oviposicion o prolongar el tiempo de exposicion de las larvas recién

nacidas, representa una estrategia interesante para el control de plagas en el campo. Surge
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entonces la posibilidad de identificar en el membrillo, posibles volatiles con actividad
electroantenografica o kairomonas, que tengan aplicacion sobre otros hospederos. En el
capitulo anterior se observdo que los compuestos volatiles fueron cambiando en
proporcion y variedad durante la fenologia del membrillo. Segln la oferta de compuestos
electroantenograficos y las kairomonas, indican que en etapa de poscuaje y frutos
inmaduros, los cultivares INTA 147 y Champion, podrian ser mas atractivos hacia las
hembras de carpocapsa y larvas neonatas. En etapa de crecimiento los cultivares INTA
147 e INTA 117 podrian ser los més elegidos. Por tltimo, en maduracidn, los cultivares

INTA 37 y Champion podrian ser los mds atractivos para carpocapsa.

En este capitulo los objetivos a determinar fueron: la preferencia de oviposicion de
hembras fecundadas y la eleccion de larvas neonatas de carpocapsa, entre los distintos
cultivares en las diferentes etapas fenologicas del cultivo. También se determind el sitio
de preferencia de oviposicion entre hojas y frutos en las diferentes etapas fenologicas del

cultivo.

3.2. Materiales y Métodos
3.2.1. Obtencion de individuos de carpocapsa

Se estableci6 una cria de carpocapsa en condiciones controladas de laboratorio, para
garantizar el nimero de individuos necesarios en los bioensayos. Se inici6 un pie de cria
a partir de huevos de carpocapsa. Los mismos fueron provistos de la cria establecida en
la Estacion Experimental Agropecuaria del INTA-Alto Valle, Rio Negro. Se mantuvieron
los huevos con humedad, temperatura a 25°C y luz hasta que avanzaran en su desarrollo.
Una vez que se observo el estado de huevo denominado “cabeza negra” (Cichon et al.
2015), una porcion del material con huevos se destind a ensayos con larvas neonatas y la
otra a cria para mantener la colonia. Las larvas neonatas fueron colocadas en frascos de

vidrios, con una porcion de dieta artificial.
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La dieta artificial para la cria de larvas consistié en una mezcla propuesta por Poitout
et al. (1972), con ajustes y modificaciones del area de cria de carpocapsa de la Estacion
Experimental Agropecuaria del INTA-Alto Valle, Rio Negro. Esta dieta cumple con los
requerimientos nutricionales y el medio fisico, para garantizar el desarrollo de todos los
estadios larvales. La dieta se elabor6 con la consistencia adecuada, por lo cual las larvas
neonatas pudieron explorar y alimentarse. Estas alcanzaron su ultimo estadio en la dieta,
y posteriormente formaron pupas. Una vez que el desarrollo avanzd en estado, de las
pupas emergieron los adultos. Para mantener una colonia, los adultos que emergieron se
dispusieron en cdmaras de reproduccion de forma similar a lo propuesto por Herrera et
al. (2016), con ajustes y modificaciones. Las cdmaras de oviposicion consistieron en
cilindros de PVC blanco de 2000 cm3. El interior de los cilindros se revistid con papel
tipo “cocina”. Este papel tiene la textura lisa ideal para la oviposicion de las hembras de
carpocapsa. Dentro se coloco un bebedero con una solucion de miel, acido ascorbico,
multivitaminico y antimicético nipagin (Herndndez 2015). Dentro del cilindro se
colocaron hasta 200 parejas de carpocapsa, esta densidad de individuos maximiza la
copula y oviposicion. Las camaras de oviposicion se mantuvieron a 25 °C, con un 30-
70% de humedad relativa y con iluminacion natural. Cada camara se mantuvo por 4 dias.
Luego se extrajo el papel con huevos, ya que en ese periodo los adultos dejaron el 80-

94% de su descendencia (Dyck 2010). El papel se revis6 cada dos dias.

Una cantidad determinada de hembras se extrajo para los ensayos, y la otra se destind
a mantener la colonia. El ciclo de cria de carpocapsa en laboratorio, se esquematiza en la

Figura 3.1.
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Larvas neonatas
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Emergencia de Adultos Siembra de Larvas neonatas

Figura 3.1: Esquema que representa el ciclo de cria de carpocapsa.

3.2.2. Ensayo de oviposicion de hembras fecundadas

Para evaluar la eleccion de oviposicion de hembras fecundadas, se dio a elegir entre
los distintos cultivares. Los cultivares fueron: Champion, INTA 37, INTA 117 ¢ INTA
147. Para ello se realizaron combinaciones entre los cultivares dispuestos de a pares en
un contenedor plastico de 14000 cm®. Cada combinacion de cultivares se repiti6 6 veces.
Cada par de eleccion consistio en una rama con su fruto y hojas. Las ramas fueron
colocadas en viales conteniendo agua para prevenir la deshidratacion mientras duro6 el
ensayo. En cada contenedor se ingresaron 4 parejas de carpocapsa, y se las dejo con una
fuente de agua durante cuatro dias. Cada contenedor se mantuvo tapado con tela voile,
para permitir el ingreso de aire y luz natural. Luego se retiraron los adultos y se realizo el
conteo del numero de huevos. Se tomé registro del sitio preferido para la oviposicion, ya
sea en hojas (cara adaxial y abaxial), flores, frutos y/o ramas. El ensayo de oviposicion
se representa en la Figura 3.2. Estos ensayos se realizaron en las etapas fenologicas de

poscuaje, fruto inmaduro, en etapa de frutos en crecimiento y en maduracion. En etapa de
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floracion no se realizaron ensayos de comportamiento con individuos de carpocapsa. Esto
es debido a que, en floraciéon en el campo experimental, no hubo capturas de adultos de
carpocapsa. Esto fue monitoreado con el uso de trampas cebadas con feromonas y

seguimiento de carpogrados.

Figura 3.2: Esquema del ensayo de oviposicion. Contenedor conteniendo los cultivares de a pares.

Para analizar la preferencia de oviposicion entre combinaciones de cultivares por etapa
fenologica, los datos se analizaron por una prueba de Chi cuadrado de Bondad de Ajuste
con p<0,05, con el programa InfoStat (V. 2020p). Para analizar el niimero de huevos
puestos por hembras de carpocapsa por etapa fenoldgica y cultivar, se ajustd un Modelo
Poisson Generalizado. Este modelo incluye el nimero medio de huevos en la hoja, ramita
y fruto, registrados por etapa fenoldgica, comparacion y eleccion de cultivares. El andlisis

se realizd mediante el software Infostat (V. 2020p).

3.2.3. Ensayos de doble eleccion de larvas neonatas

Las larvas neonatas fueron obtenidas segun la descripcion de la cria de carpocapsa del
apartado 3.2.1. El ensayo de eleccion de larvas se realizoé de acuerdo con la metodologia
de Andreadis et al. (2014) y Diaz Duarte (2018), con modificaciones. El disefio
experimental consistidé en un bioensayo de doble eleccion por parte de larvas neonatas

(dual choice test), entre cultivares diferentes de membrillo. Para ello se realizaron



83

combinaciones entre los cultivares, dispuestos de a pares, en un contenedor plastico de

2000 cm3 (Figura 3.3).

Figura 3.3: Esquema del ensayo de eleccion de larvas neonatas. Contenedor conteniendo los cultivares
de a pares.

Para estos ensayos de doble eleccion, se testearon 80 larvas neonatas, de a una por par
de cultivares. Se fueron seleccionando las larvas el mismo dia en el que fueron naciendo.
Cada larva se coloco en el centro y se dio inicio al crondometro para registrar el tiempo.
Cada larva tuvo un tiempo total de observacion de 10 minutos. Se registré la eleccion
final por algun cultivar u otro comportamiento. Estos ensayos se realizaron en las etapas
fenologicas de poscuaje, fruto inmaduro, en etapa de frutos en crecimiento y en

maduracion.

El espacio de observacion de los comportamientos de las larvas consistio en un papel
de filtro de 18 cm por 10 cm, el cual se coloco en el fondo del contenedor (Figura 3.4).

El papel estuvo seccionado en:

e Area de Eleccion: por el cultivar 1 o 2, cuando la larva neonata eligié
definitivamente algun cultivar. En estas areas se colocaron los cultivares en los extremos.
Cada par de eleccion consistié en una rama con su fruto y hojas.

e Area de merodeo hacia el cultivar: se refiere a cuando la larva no llegé a elegir
ningin cultivar, pero se quedd quieta en el area proxima al finalizar el tiempo de

observacion.
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e Area de merodeo: se refiere a un area mas distal a los frutos con ramas donde las
larvas no realizaron una eleccion definida entre los dos cultivares testeados. Su
comportamiento solo se baso en recorrer el espacio del ensayo, y al finalizar el tiempo de
observacion se localizaron en un lugar distinto al centro.

e El area del centro se refiere al area central, equidistante entre los cultivares. La
distancia desde el centro hacia los cultivares fue de 9 cm. La eleccion centro se indica
para las larvas que, al terminar el tiempo de observacion, se quedaron en el centro, sin

realizar ninguna eleccion.

Cada cinco larvas testeadas, se reemplazo6 cada cultivar y se cambi0 el papel.

| Ocm | 9 cm |
| i |
Areade Areade
MMerodeo MMerodeo
Cultivar 1 Merodeo cerca Merodeo cerca -
del cultrvar 1 Centro del cultivar 2 Cultrvar 2
Area de Area de
Merodeo Mherodeo

Figura 3.4: Esquema que representa las areas delimitadas seglin los comportamientos a registrar en el
ensayo de eleccion de larvas neonatas.

Los datos de preferencia por combinaciones y comportamientos entre cultivares se
analizaron con una prueba de Chi cuadrado de Bondad de Ajuste con p< 0,05, con el
programa InfoStat version 2020p. El tiempo de eleccion fue analizado mediante la prueba

de Wilcoxon (Mann-Whitney U) con p<0,05, con el programa InfoStat version 2020p.
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3.3.Resultados

3.3.1. Oviposicion de hembras de carpocapsa

Se presentan los resultados de oviposicion de hembras de carpocapsa por combinacion
de cultivares y en cada etapa fenologica. También se presenta el sitio preferido de
oviposicion, ya que este fue variable entre etapas. En general se observo que las hembras
colocaron sus huevos en las paredes de los contenedores plasticos de manera dispersa o

agrupada. Solo se tuvo en cuenta lo registrado sobre los cultivares ofrecidos.

Etapa de frutos en poscuaje

En etapa de frutos en poscuaje, se contabilizaron 805 huevos en todo el ensayo. La
oviposicion de hembras de carpocapsa fue significativamente diferente en todas las
combinaciones de cultivares (Champion/INTA37: G?>= 11,06; p= 0,0009;
Champion/INTA117: G*= 7,39; p= 0,0065; Champion/INTA147: G*>= 4,21; p= 0,0402;
INTA37/INTA117: G*= 10,62; p= 0,0011; INTA37/INTA147: G*= 43,07; p<0,0001;
INTA117/INTA147: G*= 8,93; p=0,0028) (Figura 3.5). Se observé que cuando el cultivar
Champion fue testeado, la oviposicion predomind hacia cultivares INTA. En todas las
comparaciones en las que se probo el cultivar INTA 147, este resultd ser el mas preferido
para la oviposicion, ya que registrd la mayor cantidad de huevos. Luego el nimero de
huevos puestos también indic6 una preferencia por el cultivar Champion. El nimero de
huevos puestos en el cultivar INTA 37 fue menor cuando se lo compard con los otros
cultivares INTA. El registro de huevos puestos de manera individual sobre el cultivar

INTA 117, indican que fue el menos preferido.

Los huevos puestos en total en esta etapa se distribuyeron sobre diferentes 6rganos del

membrillo. Se contabiliz6 una cantidad significativamente diferente de huevos colocados
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sobre la cara adaxial de las hojas, en comparacion con la cara abaxial (Figura 3.6). No se

registraron huevos colocados en otras partes de la muestra de cultivar ofrecido.

Poscuaje Cv 1/Cv 2

ok INTA 117- INTA 147 21/45

k%% | INTA 37 - INTA 147 347111

%ok INTA 37 - INTA 117 26/33
* Champion - INTA 147 99/130

2o Champion - INTA 117 43/72
kokok Champion - INTA 37 63/106
75% 50% 25% 0% 25% 50% 75%

Porcentaje de huevos

Figura 3.5: Porcentaje y nimero de huevos puestos segiin combinaciones de cultivares en etapa de frutos
en poscuaje. El numero de huevos difiere significativamente por combinaciones de cultivares
*E*(p<0,001),**(p<0.01), *(p<0.05) y n.s. (p>0,05, no significativa) con la prueba Chi Cuadrado MV-
G2, o= 0,05. Cv1/Cv2: nimero de huevos en el cultivar 1 y en el 2. El analisis se realizé mediante el
software Infostat (V. 2020p).
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Figura 3.6. Numero medio de huevos puestos por carpocapsa en etapa de poscuaje. N= 6 para todas las
comparaciones. Las medias se separaron mediante la prueba post hoc DGC (p < 0,05). Cada barra negra
representa el error estandar de la media. Letras diferentes sobre las barras indican diferencia significativa
(p < 0,05). La variable respuesta nimero de huevos fue ajustada por un Modelo Poisson Generalizado.
Este modelo incluye el nimero medio de huevos en la hoja adaxial, abaxial, registrados por comparacion
y eleccion de cultivares. El analisis se realizo mediante el software Infostat (V. 2020p).
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Etapa de fruto inmaduro

En esta etapa se contabilizaron un total de 1101 huevos puestos en todo el ensayo. La
oviposicion fue significativamente diferente en todas las combinaciones de cultivares,
excepto en la comparacion Champion-INTA 147 (Champion/INTA37: G*= 4,12; p=
0,0425; Champion/INTA117: G*= 15,19; p=0,0001; Champion/INTA147: G*= 3,29; p=
0,0698; INTA37/INTA117: G*= 5,7; p= 0,0170; INTA37/INTA147: G*>= 14,88; p=
0,0001; INTA117/INTA147:G*= 3,91; p= 0,0480) (Figura 3.7). Cuando el cultivar
Champion fue testeado, la oviposicion predomind en cultivares INTA 37 e INTA 117. El
cultivar INTA 147 fue el mas elegido para la oviposicién en dos comparaciones con los
otros cultivares INTA. Luego el nimero de huevos puestos en el cultivar Champion
también indicd una preferencia. Cuando se compar6 con los otros cultivares INTA, la
cantidad de huevos puestos en el cultivar INTA 37 fue menor, lo que indica que fue el

menos preferido para la oviposicion.

Fruto Inmaduro Cv1/iCv2

% INTA 117- INTA 147 62/86
ko INTA 37 - INTA 147 3575
* INTA 37 - INTA 117 30/63

n.s. Champion - INTA 147 1407172

*sksk Champion - INTA 117 83/141

* Champion - INTA 37 B8/117

75% 50% 25% 0% 25% 50% 75%

Porcentaje de huevos

Figura 3.7: Porcentaje y niimero de huevos puestos segun combinaciones de cultivares en etapa de frutos
inmaduros. El numero de huevos difiere significativamente por combinaciones de cultivares
*E*(p<0,001),**(p<0.01), *(p<0.05) y n.s. (p>0,05, no significativa) con la prueba Chi Cuadrado MV-
G2, o= 0,05. Cv1/Cv2: numero de huevos en el cultivar 1 y en el 2. El analisis se realizé mediante el
software Infostat (V. 2020p).
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Al registrar el sitio preferido para la oviposicion, se observo que fue significativamente
mayor la cantidad de huevos colocados sobre la cara adaxial en comparacion con la cara
abaxial de las hojas del membrillo (Figura 3.8). En esta etapa solo se observaron huevos

puestos en las hojas.
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Figura 3.8. Numero medio de huevos puestos por carpocapsa en etapa de fruto inmaduros. N= 6 para
todas las comparaciones. Las medias se separaron mediante la prueba post hoc DGC (p < 0,05). Cada
barra negra representa el error estandar de la media. Letras diferentes sobre las barras indican diferencia
significativa (p < 0,05). La variable respuesta nimero de huevos fue ajustada por un Modelo Poisson

Generalizado. Este modelo incluye el nimero medio de huevos en la hoja adaxial, abaxial, registrados
por comparacion y eleccion de cultivares. El analisis se realizéo mediante el software Infostat (V. 2020p).

Etapa de fruto en crecimiento

En etapa de frutos en crecimiento se registraron un total de 2404 huevos colocados en
todo el ensayo. La oviposicion fue significativamente diferente en todas las
combinaciones de cultivares, excepto en la Champion-INTA 117 (Champion/INTA37:
G*=17,89; p=0,005; Champion/INTA117: G*= 0,3; p= 0,5844; Champion/INTA147: G*=

19,63; p<0,0001; INTA37/INTA117: G*= 27,73; p<0,0001; INTA37/INTA147: G*=
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54,2; p<0,0001; INTA117/INTA147: G*= 11,22; p= 0,0008) (Figura 3.9). El cultivar
INTA 147 fue el mas elegido cuando se la teste6 frente a Champion e INTA 37. Luego
fue més elegido el cultivar INTA 117 frente a INTA 37 e INTA 147. El cultivar INTA 37

fue el menos elegido en cualquier combinacion.

Fruto en Crecimiento Cv1/Cv2
etk INTA 117- INTA 147 289/214
ok INTA 37 - INTA 147 126/271
e INTA 37 - INTA 117 169/280
ek Champion - INTA 147 211312
n.§. Champion - INTA 117 103/111
HoE Champion - INTA 37 184/134

75% 50% 25% 0% 25% 50% 75%

Porcentaje de huevos

Figura 3.9: Porcentaje y niimero de huevos puestos segun combinaciones de cultivares en etapa de frutos
en crecimiento. El nimero de huevos difiere significativamente por combinaciones de cultivares
**%(p<0,001),**(p<0.01), *(p<0.05) y n.s. (p>0,05, no significativa) con la prueba Chi Cuadrado MV-
G2, a= 0,05. Cv1/Cv2: nimero de huevos en el cultivar 1 y en el 2. El analisis se realiz6 mediante el
software Infostat (V. 2020p).

En esta etapa, los huevos fueron ovipuestos de manera significativamente diferente
entre la cara adaxial, cara abaxial y ramas del membrillo (Figura 3.10). La cantidad de
huevos colocados en la cara adaxial de las hojas fue mayor a las otras partes de las
muestras ofrecidas. Un numero muy bajo de huevos fueron puestos en las ramas y se

encontraron en zonas sin pubescencia.
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Figura 3.10. Numero medio de huevos puestos por carpocapsa en etapa de crecimiento. N= 6 para todas
las comparaciones. Las medias se separaron mediante la prueba post hoc DGC (p < 0,05). Cada barra
negra representa el error estandar de la media. Letras diferentes sobre las barras indican diferencia
significativa (p < 0,05). La variable respuesta nimero de huevos fue ajustada por un Modelo Poisson
Generalizado. Este modelo incluye el nimero medio de huevos en la hoja adaxial, abaxial y ramas
registrados por comparacion y eleccion de cultivares. El analisis se realizé mediante el software Infostat
(V. 2020p).

Numero medio de huevos

Etapa de fruto en maduracion

En la ultima etapa de ensayos, se contabilizaron un total de 615 huevos. La oviposicién
fue significativamente diferente en todas las combinaciones de cultivares
(Champion/INTA37: G*= 23,51; p<0,0001; Champion/INTA117: G*>= 8,91; p= 0,0028;
Champion/INTA147: G*= 13,06; p= 0,0003; INTA37/INTA117: G*= 5,82; p= 0,0158;
INTA37/INTA147: G?>= 43,86; p<0,0001; INTA117/INTA147: G*= 15,23; p= 0,0001)
(Figura 3.11). El cultivar INTA 147 fue el mas elegido frente a todos los cultivares. Luego
Champion fue el mas elegido en comparacion con INTA 37 e INTA 117. El cultivar INTA

37 fue el menos elegido para la oviposicion.
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Fruto en Maduracion Cv 1/Cv2

kK INTA 117- INTA 147 24/39

ks INTA 37 - INTA 147 25101

% INTA 37 - INTA 117 2241

sk Champion - INTA 147 35/72

%k Champion - INTA 117 87/52

ok Champion - INTA 37 70,24
75% 50% 25% 0% 25% 50% 75%

Porcentaje de huevos

Figura 3.11: Porcentaje y nimero de huevos puestos segun combinaciones de cultivares en etapa de
frutos en maduracion. El nimero de huevos difiere significativamente por combinaciones de cultivares
*E%X(p<0,001),**(p<0.01), *(p<0.05) y n.s. (p>0,05, no significativa) con la prueba Chi Cuadrado MV-
G2, a= 0,05. Cv1/Cv2: nimero de huevos en el cultivar 1 y en el 2. El analisis se realizd mediante el
software Infostat (V. 2020p).

Al analizar la oviposicion en las distintas partes del membrillo, se observo que el
numero de huevos puestos fue significativamente mayor en la cara adaxial en
comparacion con la cara abaxial del membrillo (Figura 3.12). Solo en la etapa de
maduracion de frutos, se observaron huevos puestos en las zonas donde se habia perdido
la pubescencia del fruto. La cantidad de huevos puestos fue mayor sobre los frutos del

cultivar INTA 147.
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Figura 3.12. Numero medio de huevos puestos por carpocapsa en etapa de maduracion. N= 6 para todas
las comparaciones. Las medias se separaron mediante la prueba post hoc DGC (p < 0,05). Cada barra
negra representa el error estandar de la media. Letras diferentes sobre las barras indican diferencia
significativa (p < 0,05). La variable respuesta nimero de huevos fue ajustada por un Modelo Poisson
Generalizado. Este modelo incluye el nimero medio de huevos en la hoja adaxial, abaxial, registrados
por comparacion y eleccion de cultivares. El analisis se realiz6 mediante el software Infostat (V. 2020p).

=]

Se destaca la elevada densidad de pubescencia en todos los cultivares y organos
testeados. Se observd que la pubescencia en ambas caras de las hojas fue disminuyendo
conforme avanzaban las etapas fenologicas del membrillo (Figura 3.13). En la Figura 3.14
se muestra a una hembra de carpocapsa sobre fruto maduro (A), la pubescencia en la fruta
madura (B), cara adaxial (C) y cara abaxial (D) de las hojas del membrillo. La
pubescencia en la cara adaxial se observé en menor densidad en comparacion con la cara

abaxial de las hojas.

Respuesta de oviposicion entre etapas fenologicas

Para este andlisis se consideraron todos los huevos puestos independientemente del
cultivar. La respuesta de oviposicion mostrd diferencias significativas entre etapas

fenolodgicas (Figura 3.15). El nimero total de huevos aumento desde la etapa de poscuaje,
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siendo mayor durante la etapa de crecimiento de frutos y luego disminuyendo hacia el

final del ciclo fenolégico, en la etapa de maduracion de frutos.
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Figura 3.13: A) Inicio de floracion. B) Floracion. C) Poscuaje. D) Fruto inmaduro. E) Fruto en
crecimiento. F) Fruto en maduracion. Fotos de la coleccion de cultivares de membrillo EEA San Juan.

Elaboracion propia.
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Figura 3.14: A) Adulto de carpocapsa sobre fruto de membrillo. B) Foto del detalle de pubescencia
del fruto de membrillo. C) Huevos de carpocapsa sobre cara adaxial de una hoja de membrillo. D)
Foto del detalle de la pubescencia en la cara abaxial de una hoja de membrillo. Fotos con lupa
esterecoscopica 40x. Elaboracion propia.
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Figura 3.15: Numero medio de huevos puestos por carpocapsa por etapa fenologica. N= 6 para todas las
comparaciones. Las medias se separaron mediante la prueba post hoc DGC (p < 0,05). Cada barra negra
representa el error estandar de la media. Letras diferentes sobre las barras indican diferencia significativa
(p <0,05). La variable de respuesta conteo de huevos fue ajustada por un Modelo Poisson Generalizado.
Este modelo incluye el numero medio de huevos en la hoja, ramita y fruto, registrados por etapa
fenologica, comparacion y eleccion de cultivares. El analisis se realizé mediante el software Infostat (V.
2020p).
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3.3.2. Eleccion de larvas neonatas

Se presentan los resultados de eleccion y los distintos comportamientos de larvas
neonatas de carpocapsa, por combinacion de cultivares y en cada etapa fenoldgica. Se
tomo como eleccion, al comportamiento de larvas que optaron por algun cultivar de la
comparacion, llegando a tocar el fruto. Comportamientos como eleccion centro, merodeo
y quedarse cerca de algin cultivar, tomaron la totalidad del tiempo asignado de
observacion. Quedarse sin moverse cerca de algln cultivar o en el centro, se consideraron
“arresto”. En el periodo de observacion se detectod que las larvas levantaron la cabeza por

un breve momento. Pero este comportamiento no fue frecuente en todos los ensayos.

Etapa de poscuaje

La eleccion de las larvas neonatas por algin cultivar, no fue significativamente
diferente en la mayoria de las combinaciones (Figura 3.16). En la combinacion
Champion-INTA 147, la eleccion fue significativa (G*= 4,61; p= 0,0317), con diecinueve
larvas que eligieron el cultivar Champion vs ocho del INTA 147. Luego, sin diferencias
significativas, hubo una tendencia en eleccion por el cultivar Champion, comparado con

INTA 117. Las elecciones entre pares de cultivares INTA fue similar.

No hubo diferencias significativas en el tiempo que tardaron en elegir un cultivar. Del
total de 600 segundos que durd el ensayo, las larvas tomaron en promedio unos 313,53
segundos en elegir alguna opcion (Cuadro 3.1). En las tres combinaciones en donde
participd el cultivar INTA 147, este registro el menor tiempo de eleccion. Cuando
participdé el cultivar Champion, el tiempo de eleccion fue mayor en comparacion con los

demas cultivares.
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Poscuaje Cv1/Cv2
NS, [N TATTS INTA 147 1371
n.s. [0 INTA 37+ INTA 147 12714

ns. [ INTA37-INTA 117 12/14
s [ Champion INTA 147 1958
ns.[ Champion-INTA 117 15/9
n.s. | Champion - INTA 37 11/16

75% 50% 25% 0% 25% 50% 75%

Eleccion de larvas neonatas
Figura 3.16: Porcentaje y frecuencia de eleccion de larvas neonatas por combinaciones de cultivares en
etapa de frutos en poscuaje. N= 80. La frecuencia de larvas que realizaron eleccion por algliin cultivar
difiere significativamente *(p<0.05) y n.s. (p>0,05, no significativa) con la prueba Chi Cuadrado MV-
G2, a=0,05. Cv1/Cv2: nimero de larvas que eligieron el cultivar 1 vs. las que eligieron el 2. El analisis
se realiz6 mediante el software Infostat (V. 2020p).

Cuadro 3.1: Tiempo en segundos que tardaron las larvas neonatas en realizar una
eleccion por alglin cultivar en las distintas combinaciones en etapa de poscuaje.

Cultivar 1 Tiempo 1 Cultivar 2 Tiempo 2 w P2 colas)
Champion 320,73 INTA 37 320,19 153,5 0,9803
Champion 292,07 INTAT117 263,22 103 0,5711
Champion 389,47 INTA147 317,63 95 0,3667
INTA 37 296,07 INTA 117 363,83 179,5 0,3679
INTA 37 284,86 INTA 147 248,67 154 0,6807
INTA 117 346,77 INTA 147 318,82 130 0,6638

Tiempo 1: tiempo medio de eleccion por el cultivar 1. Tiempo 2: tiempo medio de eleccion por el cultivar
2. W: Prueba de signos de Wilcoxon (p<0.05).

En esta etapa, entre todas las combinaciones de cultivares, un 32% de larvas realizaron
una eleccion definida por algun cultivar y un 34% quedaron merodeando el espacio del

ensayo sin elegir (Figura 3.17).
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Porcentaje de Comportamientos: Poscuaje
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Figura 3.17. Porcentaje de todos los comportamientos realizados por las larvas neonatas en etapa de
poscuaje. Eleccion, larvas que eligieron algin cultivar. Merodeo Cultivar, se refiere a larvas que se
quedaron quietas cerca de algtn cultivar. Centro, larvas que se quedaron quietas en el centro del ensayo.
Merodeo, larvas que se movieron por todo el espacio del ensayo, sin eleccion definida.

El comportamiento de merodeo por algun cultivar no arrojo diferencias significativas
(Cuadro 3.2). En las combinaciones en donde participd el cultivar Champion, se observo
una frecuencia mayor de larvas que merodearon cerca de la segunda opcion, en este caso,
cultivares INTA. Al analizar los comportamientos de las larvas que hicieron una eleccion,
las que quedaron cerca de alguna opcion, las que se quedaron en el centro y las que
siguieron merodeando, hubo diferencias significativas en todas las combinaciones
(Cuadro 3.3). Los valores de eleccion entre combinaciones fueron similares. La
frecuencia de arresto y el merodeo entre todas las combinaciones supera a la eleccion por
algun cultivar. En la comparacion Champion-INTA 37 una mayor frecuencia de larvas no
tuvo actividad, quedandose en el centro del area del ensayo.

Cuadro 3.2: Frecuencia de larvas neonatas que merodearon cerca de algin cultivar por
cada combinacién en etapa de poscuaje.

Combinacion Merodeo Cv1 MerodeoCv2 G? gl P
Champion-INTA37 2 6 209 1 0,148
Champion-INTA117 4 7 0,83 1 03627
Champion-INTA147 6 8 029 1 0,5923
INTA37-INTA117 4 6 0,4 10,5257
INTA37-INTA147 6 3 1,02 1 03127
INTA117-INTA147 8 5 0,7 1 04033

Cvl: Cultivar 1; Cv2: Cultivar 2. Merodeo por algin cultivar por combinacion de un N= 80 larvas. Chi
cuadrado MV-G2.
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Cuadro 3.3: Frecuencia de larvas neonatas que realizaron los distintos
comportamientos por cada combinacion en etapa de poscuaje.

Arresto
Combinacién Eleccion Megz’deo Centro Merodeo G2 gl P
Champion-INTA37 27 8 22 23 12,17 3 0,0068
Champion-INTA117 24 11 15 30 11,3 3 0,0102
Champion-INTA147 27 14 13 26 8,66 3 0,0341
INTA37-INTA117 26 10 16 28 11,48 3 0,0094
INTA37-INTA147 26 9 19 26 10,96 3 0,0119
INTA117-INTA147 24 13 13 30 10,68 3 0,0136
Total 154 65 98 163

Distintos comportamientos por combinacion de un N= 80 larvas. Chi cuadrado MV-G2. Eleccion, larvas
que eligieron algun cultivar. Merodeo Cv, se refiere a larvas que se quedaron quietas cerca de algin
cultivar. Centro, larvas que se quedaron quietas en el centro del ensayo. Merodeo, larvas que se
movieron por todo el espacio del ensayo, sin eleccion definida.

Etapa de fruto inmaduro

La eleccion de larvas neonatas de carpocapsa por algin cultivar, tuvo diferencias
significativas en todas las combinaciones realizadas en etapa de frutos inmaduros
(Champion/INTA 37; G?>= 10,32; p= 0,0013; Champion/INTA 117; G>= 9,43; p= 0,0021;
Champion/INTA 147; G*>= 18,29; p< 0,0001; INTA 37/INTA 117; G*>= 7,84; p= 0,0051;
INTA 37/INTA 147; G*= 7,57; p= 0,0059; INTA 117/INTA 147; G*= 19,53; p<0,0001)
(Figura 3.18). En cada combinacion en donde participé el cultivar INTA 147, fue el mas
elegido por las larvas neonatas. Luego, siguié como mas elegido el cultivar INTA 117
cuando se la compard con los cultivares Champion e INTA 37. En las tres combinaciones
en donde se tested el cultivar Champion, la preferencia de eleccion fue por cultivares

INTA. El cultivar Champion e INTA 37 fueron los menos elegidos.
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Fruto Inmaduro Cv 1iCv 2
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Eleccién de larvas neonatas
Figura 3.18: Porcentaje y frecuencia de eleccion de larvas neonatas por combinaciones de cultivares en
etapa de frutos inmaduros. N= 80. La frecuencia de larvas que realizaron eleccion por algiin cultivar
difiere significativamente *(p<0.05) y n.s. (p>0,05, no significativa) con la prueba Chi Cuadrado MV-
G2, a=0,05. Cv1/Cv2: nimero de larvas que eligieron el cultivar 1 vs. las que eligieron el 2. El analisis
se realiz6 mediante el software Infostat (V. 2020p).

Del tiempo total del ensayo, las larvas se tomaron unos 309,22 segundos en promedio
para realizar alguna eleccion. Sin embargo, no hubo diferencias significativas en el
tiempo de eleccion (Cuadro 3.4). En las tres combinaciones en donde particip6 el cultivar
INTA 147, este registro el mayor tiempo de eleccion. Los cultivares INTA 117 y

Champion, solo en una combinacidn registraron el menor tiempo de eleccion.

Cuadro 3.4: Tiempo en segundos que tardaron las larvas neonatas en realizar una
eleccion por algun cultivar en las distintas combinaciones en etapa de fruto inmaduro.

Cultivar 1 Tiempo 1 Cultivar 2 Tiempo 2 w P2 colas)

Champion 219,07 INTA 37 305,03 318,5 0,0876
Champion 383,17 INTA117 287,28 327 0,1328
Champion 320,22 INTA147 350,19 191 0,5702
INTA 37 285,72 INTA 117 389,44 200 0,0970
INTA 37 296,96 INTA 147 387,75 158,5 0,1685
INTA 117 212,83 INTA 147 273,09 93 0,3366

Tiempo 1: tiempo medio de eleccion por el cultivar 1. Tiempo 2: tiempo medio de eleccion por el cultivar
2. W: Prueba de signos de Wilcoxon (p<0.05).
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En esta etapa, un 51% de larvas que realizaron una eleccion definitiva por algin
cultivar. Luego el merodeo del espacio de ensayo sin definir eleccion tuvo un 22% (Figura

3.19).
Porcentaje de Comportamientos: Fruto Inmaduro
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Figura 3.19. Porcentaje de todos los comportamientos realizados por las larvas neonatas en etapa de
frutos inmaduros. Eleccion, larvas que eligieron algun cultivar. Merodeo Cultivar, se refiere a larvas que
se quedaron quietas cerca de algun cultivar. Centro, larvas que se quedaron quietas en el centro del
ensayo. Merodeo, larvas que se movieron por todo el espacio del ensayo, sin eleccion definida.

El comportamiento de merodeo por algliin cultivar no mostré diferencias significativas
en la mayoria de las combinaciones (Cuadro 3.5). En la combinacion Champion/INTA 37
hubo diferencias significativas de larvas que merodearon el cultivar INTA 37 (G= 8,55;
p=0,0035). Luego, en la combinacion INTA 37/INTA 147 hubo diferencias significativas
de larvas que merodearon el cultivar INTA 37 (G’= 3,98; p= 0,0461). Respecto a los
distintos comportamientos registrados por las larvas neonatas, estos fueron
significativamente diferentes en cada combinacion de cultivares (Cuadro 3.6). La
frecuencia de eleccion por algun cultivar entre todas las combinaciones fue mayor en
comparacion con los demas comportamientos. La frecuencia de arresto entre todas las
combinaciones fue inferior a la eleccion por algiin cultivar. En la combinacion Champion-
INTA 37 se observo una mayor frecuencia de eleccion de larvas y una menor frecuencia

de eleccion centro. En la combinacion INTA 37-INTA 147 se registré una menor cantidad
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de larvas que eligieron algtn cultivar y una cantidad similar entre las que quedaron cerca

y en el centro (arresto).

Cuadro 3.5: Frecuencia de larvas neonatas que merodearon cerca de algin cultivar por
cada combinacion en etapa de fruto inmaduro.

Combinaciéon Merodeo Cv 1 Merodeo Cv 2 G2 gl D
Champion-INTA37 1 10 855 1 0,0035
Champion-INTA117 4 9 1,97 1 0,1601
Champion-INTA147 6 5 0,09 1 0,7629
INTA37-INTA117 14 14 0 1 >0,9999
INTA37-INTA147 10 3 398 1 0,0461
INTA117-INTA147 6 14 329 1 0,0696

Cv1: Cultivar 1; Cv2: Cultivar 2. Merodeo por algun cultivar por combinacién de un N= 80 larvas. Chi
cuadrado MV-G2.

Cuadro 3.6: Frecuencia de larvas neonatas que realizaron los distintos
comportamientos por cada combinacion en etapa de fruto inmaduro.

Arresto
Combinacion Eleccion Meg:,deo Centro Merodeo G’ gl P
Champion-INTA37 53 11 4 12 65,02 3 <0,0001
Champion-INTA117 44 13 6 17 38,21 3 <0,0001
Champion-INTA147 46 11 8 15 40,18 3 <0,0001
INTA37-INTA117 34 15 6 25 24,16 3 <0,0001
INTA37-INTA147 31 13 16 20 8,83 3 0,0316
INTA117-INTA147 38 20 5 17 29,39 3 <0,0001
Total 246 83 45 106

Distintos comportamientos por combinacion de un N= 80 larvas. Chi cuadrado MV-G2. Eleccidn, larvas
que eligieron algn cultivar. Merodeo Cv, se refiere a larvas que se quedaron quietas cerca de algin
cultivar. Centro, larvas que se quedaron quietas en el centro del ensayo. Merodeo, larvas que se movieron
por todo el espacio del ensayo, sin eleccion definida.

Etapa de fruto en crecimiento

En etapa de frutos en crecimiento no se observd que la eleccion de larvas fuera
significativa en cada combinacion de cultivares (Figura 3.20). A pesar de no existir
diferencias marcadas, la frecuencia individual de larvas que realizaron una eleccion indica
que los cultivares INTA 117 e INTA 147 fueron los mas preferidos. El cultivar Champion

fue el menos preferido en cada comparacion frente a los INTA.
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Figura 3.20: Porcentaje y frecuencia de eleccion de larvas neonatas por combinaciones de cultivares en
etapa de frutos en crecimiento. N= 80. La frecuencia de larvas que realizaron eleccion por algun cultivar
difiere significativamente *(p<0.05) y n.s. (p>0,05, no significativa) con la prueba Chi Cuadrado MV-
G2, a=0,05. Cv1/Cv2: niimero de larvas que eligieron el cultivar 1 vs. las que eligieron el 2. El analisis

se realiz6 mediante el software Infostat (V. 2020p).
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En esta etapa, las larvas tardaron en promedio unos 323,60 segundos en realizar la

eleccion definitiva por algin cultivar. En cada combinacién se observé que el tiempo de

eleccion no fue significativo (Cuadro 3.7). El tiempo que las larvas tomaron en elegir el

cultivar INTA 37 fue menor. El cultivar INTA 147 registra el mayor tiempo de eleccion.

Cuadro 3.7: Tiempo en segundos que tardaron las larvas neonatas en realizar una
eleccion por alglin cultivar en las distintas combinaciones en etapa de crecimiento.

Cultivar 1 Tiempo 1 Cultivar 2 Tiempo 2 W P2 colas)
Champion 299,91 INTA 37 297,35 662 0,6058
Champion 3124 INTA117 325,54 473,5 0,7300
Champion 328,58 INTA147 359,32 424 0,4876
INTA 37 294,75 INTA 117 349,48 599 0,3171
INTA 37 300,73 INTA 147 369,5 392 0,2137
INTA 117 323,96 INTA 147 321,63 390 0,4935

Tiempo 1: tiempo medio de eleccion por el cultivar 1. Tiempo 2: tiempo medio de eleccion por el

cultivar 2. W: Prueba de signos de Wilcoxon (p<0.05).
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En esta etapa, un 58% de larvas realizaron una eleccion definida. Luego el merodeo

del espacio de ensayo sin definir eleccion tuvo un 27% (Figura 3.21).
Porcentaje de Comportamientos: Crecimiento
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Figura 3.21. Porcentaje de todos los comportamientos realizados por las larvas neonatas en etapa de
crecimiento. Eleccion, larvas que eligieron alglin cultivar. Merodeo Cultivar, se refiere a larvas que se
quedaron quietas cerca de algtin cultivar. Centro, larvas que se quedaron quietas en el centro del ensayo.
Merodeo, larvas que se movieron por todo el espacio del ensayo, sin eleccion definida.

El comportamiento de merodeo por alglin cultivar no mostré diferencias significativas
en la mayoria de las combinaciones (Cuadro 3.8). Solo en la combinacién INTA
117/INTA 147 hubo diferencias significativas de larvas que merodearon el cultivar INTA
147 (G*= 5,06; p= 0,0245). El andlisis entre los distintos comportamientos en cada
combinacion fue significativamente diferente (Cuadro 3.9). La frecuencia de larvas que
eligieron algun cultivar entre todas las combinaciones, fue mayor en comparacion con los
otros comportamientos. El comportamiento de arresto entre todas las combinaciones fue
mas bajo que el de eleccion y merodeo. El arresto fue similar en todas las combinaciones.
La combinacion Champion-INTA 37 registré una mayor frecuencia de eleccion por algiin

cultivar y de merodeo de larvas.
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Cuadro 3.8: Frecuencia de larvas neonatas que merodearon cerca de algln cultivar por
cada combinacién en etapa de crecimiento.

Combinacion Merodeo Cv 1 Merodeo Cv 2 G* gl D
Champion-INTA37 3 5 0,51 1 0,4772
Champion-INTA117 3 3 0 1 >0,9999
Champion-INTA147 5 5 0 1 >0,9999
INTA37-INTA117 4 1 1,93 1 0,165
INTA37-INTA147 3 2 0,2 1 0,6536
INTA117-INTA147 1 7 506 1 0,0245

Cvl: Cultivar 1; Cv2: Cultivar 2. Merodeo por algin cultivar por combinacion de un N= 80 larvas. Chi
cuadrado MV-G2.

Cuadro 3.9: Frecuencia de larvas neonatas que realizaron los distintos
comportamientos por cada combinacion en etapa de crecimiento.

Arresto
Combinacion Eleccién Megildeo Centro Merodeo G? gl p
Champion-INTA37 54 8 2 16 76,26 3 <0,0001
Champion-INTA117 48 6 6 20 55,15 3 <0,0001
Champion-INTA147 47 10 2 21 59,29 3 <0,0001
INTA37-INTA117 47 6 22 56,2 3 <0,0001
INTA37-INTA147 42 5 28 53,44 3 <0,0001
INTA117-INTA147 43 6 23 43,15 3 <0,0001
Total 281 42 27 130

Distintos comportamientos por combinacion de un N= 80 larvas. Chi cuadrado MV-G2. Eleccidn, larvas
que eligieron algtn cultivar. Merodeo Cv, se refiere a larvas que se quedaron quietas cerca de algiin
cultivar. Centro, larvas que se quedaron quietas en el centro del ensayo. Merodeo, larvas que se
movieron por todo el espacio del ensayo, sin eleccion definida.

Etapa de fruto en maduracion

En la ultima etapa de ensayos no hubo diferencias de eleccion en todas las
combinaciones de cultivares (Figura 3.22). Si bien no hay diferencias marcadas, el
cultivar Champion result6 ser el mas preferido por las larvas neonatas, en combinaciones
frente a los INTA 37 e INTA 117. Combinaciones en las que particip6d el cultivar
Champion, registraron mayor frecuencia de larvas que realizaron una eleccion.
Combinaciones en donde solo se compararon cultivares INTA, registraron la menor

frecuencia de eleccion de larvas neonatas.
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Figura 3.22: Porcentaje y frecuencia de eleccion de larvas neonatas por combinaciones de cultivares en
etapa de frutos en maduracion. N= 80. La frecuencia de larvas que realizaron eleccion por algun cultivar
difiere significativamente *(p<0.05) y n.s. (p>0,05, no significativa) con la prueba Chi Cuadrado MV-
G2, a=0,05. Cv1/Cv2: nimero de larvas que eligieron el cultivar 1 vs. las que eligieron el 2. El analisis
se realizo mediante el software Infostat (V. 2020p).

El tiempo de eleccion definitivo de las larvas neonatas fue de unos 367,77 segundos.
En cada combinacién se observo que el tiempo de eleccion no fue significativo (Cuadro
3.10). Cuando participo6 el cultivar INTA 147, el tiempo de eleccion fue menor. El cultivar

INTA 37 registrd el mayor tiempo de eleccion de larvas.

Cuadro 3.10: Tiempo en segundos que tardaron las larvas neonatas en realizar una
eleccion por algun cultivar en las distintas combinaciones en etapa de maduracion.

Cultivar 1 Tiempo 1  Cultivar 2 Tiempo 2 W p(2 colas)
Champion 335,63 INTA 37 344,44 315,5 0,7297
Champion 324,88 INTA117 359,6 148 0,6877
Champion 383,85 INTA147 331,88 207 0,5987
INTA 37 554,5 INTA 117 462,13 30 0,4930
INTA 37 353,67 INTA 147 281,43 20 0,4250
INTA 117 403,92 INTA 147 277,38 62 0,0889

Tiempo 1: tiempo medio de eleccion por el cultivar 1. Tiempo 2: tiempo medio de eleccion por el
cultivar 2. W: Prueba de signos de Wilcoxon (p<0.05).

En esta etapa, un 28,75% de larvas realizaron una eleccion definida. Luego el merodeo
del espacio de ensayo sin definir eleccion fue superior a la eleccion, con un 48% (Figura

3.23).
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Figura 3.23. Porcentaje de todos los comportamientos realizados por las larvas neonatas en etapa de
maduracion. Eleccion, larvas que eligieron algun cultivar. Merodeo Cultivar, se refiere a larvas que se
quedaron quietas cerca de algtin cultivar. Centro, larvas que se quedaron quietas en el centro del ensayo.
Merodeo, larvas que se movieron por todo el espacio del ensayo, sin eleccion definida.

El comportamiento de merodeo por algun cultivar no arrojo diferencias significativas
en todas las combinaciones (Cuadro 3.11). El analisis entre los distintos comportamientos
en cada combinacion fue significativamente diferente (Cuadro 3.12). La frecuencia de
eleccion por algun cultivar entre todas las combinaciones, fue inferior al merodeo. La
frecuencia de arresto fue un poco inferior a la de eleccion. La frecuencia de merodeo
super? a la de eleccion y arresto. La combinacion Champion-INTA 37 registré una mayor
eleccion de larvas neonatas y una menor frecuencia de arresto. En la combinacion
Champion-INTA 117 se registraron valores similares entre eleccion, merodeo y arresto,
siendo este Ultimo comportamiento mayor en comparacion con las demas combinaciones.
En las combinaciones en donde participaron solo los cultivares INTA, se observo una
menor eleccion de larvas. En todas las combinaciones el comportamiento de merodeo fue
alto, siendo mayor en la INTA 37-INTA 147 e INTA 37-INTA 117. En estas

combinaciones la eleccion de larvas por algtn cultivar fue menor.
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Cuadro 3.11: Frecuencia de larvas neonatas que merodearon cerca de algin cultivar
por cada combinacion en etapa de maduracion.

Combinacion Merodeo Cvl Merodeo Cv2 G* gl P
Champion-INTA37 2 4 0,68 1 04097
Champion-INTA117 3 8 236 10,1246
Champion-INTA 147 5 3 0,51 1 04772
INTA37-INTA117 5 6 0,09 10,7629
INTA37-INTA147 2 5 1,33 10,2491

INTA117-INTA147 5 7 033 1 0,5628

Cv1: Cultivar 1; Cv2: Cultivar 2. Merodeo por algun cultivar por combinacién de un N= 80 larvas. Chi
cuadrado MV-G2.

Cuadro 3.12: Frecuencia de larvas neonatas que realizaron los distintos
comportamientos por cada combinacion en etapa de maduracion.

Arresto
Combinacion Eleccion Meg;deo Centro Merodeo G2 gl D
Champion-INTA37 40 6 3 31 56,79 3 <0,0001
Champion-INTA117 27 11 15 27 10,63 3 0,0139
Champion-INTA147 29 8 8 35 314 3 <0,0001
INTA37-INTA117 12 11 11 46 38,06 3 <0,0001
INTA37-INTA147 10 7 12 51 54,66 3 <0,0001
INTA117-INTA147 20 13 6 41 33,21 3 <0,0001
Total 138 56 55 231

Distintos comportamientos por combinacion de un N= 80 larvas. Chi cuadrado MV-G2. Eleccidn, larvas
que eligieron algun cultivar. Merodeo Cv, se refiere a larvas que se quedaron quietas cerca de algin
cultivar. Centro, larvas que se quedaron quietas en el centro del ensayo. Merodeo, larvas que se
movieron por todo el espacio del ensayo, sin eleccion definida.

Eleccion de larvas neonatas entre etapas fenologicas

Al analizar la respuesta de eleccion de larvas por algun cultivar, entre las distintas
etapas fenologicas del membrillo, estas fueron significativas (prueba no paramétrica de
Friedman T2 = 45, P= <0,0001) (Figura 3.24). La frecuencia de larvas que realizaron
alguna eleccion aumentd desde el poscuaje, siendo mayor en el crecimiento y luego

disminuyendo hacia el final del ciclo fenologico, en la etapa de maduracion de frutos.
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Figura 3.24: Frecuencia de eleccion de larvas neonatas por etapa fenologica. La frecuencia de larvas que
eligieron algun cultivar difiere significativamente entre etapas fenoldgicas (T? = 45, P= <0,0001; con la
prueba no paramétrica de Friedman). Letras diferentes sobre las barras indican diferencia significativa (p
<0,05). El analisis se realizé mediante el software Infostat (V. 2020p).

3.4. Discusion

Las hembras de carpocapsa cumplen un rol biologico clave en la localizacion del
hospedero y del sitio de oviposicion (Marti Marti 2000, Hughes et al. 2003, Wearing
2016). El sitio de oviposicion puede ser diferente entre las distintas especies de
hospederos y los o6rganos vigentes seglin las etapas fenoldgicas del cultivo (Gut 1980,
Blomefield et al. 1997, Bengtsson et al. 2001, Hern & Dorn 2003, Casado et al. 2006,

Wearing 2016).

En este trabajo, se observo el comportamiento de oviposicion en cultivares de
membrillo en distintas etapas fenologicas del cultivo. La metodologia empleada, permitid
que los estimulos visuales, olfativos y de contacto estuvieran presentes para la oviposicion
de las hembras. En todas las etapas fenoldgicas hubo una respuesta activa de oviposicion
por parte de las hembras. Desde etapa de poscuaje hasta la finalizacion del ciclo del

membrillo, la preferencia de oviposicion fue marcada por cultivares INTA. En todas las
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combinaciones testeadas, hubo mayor oviposicion en los cultivares INTA 147. En la
mayoria de las comparaciones la preferencia fue menor en el cultivar INTA 37. Si bien
Gomez et al. (2023) estudiaron otras combinaciones de cultivares de membrillo en etapa
de maduracion, hubo respuesta de oviposicion diferencial de las hembras. El cultivar
Champion fue el mas preferido frente a los cultivares Portugal, Smyrna e INTA 147,
contrario a lo encontrado en este trabajo. Existe una preferencia entre hospederos de
carpocapsa, en donde el manzano es lo mas elegido frente a peral, membrillo y nogal.
También hay una preferencia entre variedades de manzano, en donde la Golden Delicious
es la mas preferida, resultando mas susceptible a infestaciones por carpocapsa (Hogmire

& Miller 2005, Joshi et al. 2015, Wearing 2016).

La oviposicion en el membrillo fue aumentando a medida que avanzaba la fenologia,
siendo mayor en etapa de crecimiento. En etapa de poscuaje y maduracion se registré la
menor cantidad de huevos puestos. Generalmente carpocapsa ovipone en menor cantidad
en etapas tempranas (Geier 1963, Blomefield et al. 1997, Al Bitar et al. 2012, Joshi et al.
2015, Wearing 2016). Sumado a esto, se ha detectado que la emision de volatiles en etapas
tempranas es baja, y que la misma aumenta al finalizar la temporada (Bengtsson et al.
2001, Hern & Dorn 2003, Vallat & Dorn 2005). Estas emisiones diferentes a medida que
avanza el desarrollo del cultivo tienen efecto en la orientacion de las hembras de
carpocapsa, indicando el momento y sitio adecuado para la oviposicion (Geier 1963, Hern
& Dorn 2003, Wearing 2016). Existiria un riesgo de mortalidad para los huevos puestos
y las futuras larvas, si estos son puestos en etapas tempranas previas a las caidas naturales
de frutos, que ocurren en la mayoria de los frutales antes de estabilizarse el cuaje final
(Geier 1963, Wearing 2016). La mayor respuesta de oviposicion de carpocapsa coincide
con la etapa de crecimiento del fruto, en la que se detecta una mayor cantidad de

compuestos volatiles en membrillo. Esto coincide con lo encontrado en manzano por
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Geier (1963), Blomefield et al. (1997), Vallat & Dorn (2005), Al Bitar et al. (2012), Joshi

et al. (2015) y Wearing (2016).

Las preferencias halladas afirman lo encontrado en la caracterizacion de kairomonas
del Capitulo 2: En base a la presencia de kairomonas y sus proporciones en cada cultivar,
se propone que en etapa de poscuaje y frutos inmaduros, los cultivares INTA 147 y
Champion, podrian ser mas atractivos hacia las hembras de carpocapsa y larvas
neonatas. En etapa de crecimiento los cultivares INTA 147 e INTA 117 podrian ser los
mas elegidos. Por ultimo, en maduracion, los cultivares INTA 37 y Champion podrian ser
los mas atractivos hacia carpocapsa. Los resultados coinciden en todas las etapas,
excepto por las preferencias de oviposicion encontradas en maduraciéon, que no

concuerdan con la oferta de kairomonas halladas en esta etapa.

Las hembras de carpocapsa siempre responden al estimulo volatil emitido por el frutal.
Las hembras fecundadas de carpocapsa fueron atraidas por frutos y aromas del manzano
en ensayos en tinel de vuelo (Reed & Landolt 2002), y mediante olfatometria por frutos
o trampas cebadas con volatiles del manzano (Yan et al. 1999). La atracciéon en el
olfatometro fue mayor en la eleccion de frutos y ramas con hojas y frutos, en comparacion
con oferta de ramas solo con hojas (Vallat & Dorn 2005). También respondieron
positivamente hacia la oferta de frutos de membrillo (Gomez et al. 2023). Mediante
olfatometria individual de volatiles del manzano, se observé que el Hexanoato de butilo,
Limoneno y B-Cariofileno fueron atractivos, mientras que el Acetato de hexilo, Acetato
de butilo, Nonanal, Benzaldehido y B-Pineno fueron repelentes (Hern & Dorn 2004,
Vallat & Dorn 2005). Sin embargo, algunos de estos compuestos repelentes, tuvieron
respuesta antenal de hembras en electroantenogramas (Casado et al. 2006, El-Sayed et al.
2013). En electroantenografia, cuando un compuesto tiene respuesta antenal, no significa

que solo sera atractivo (Casado et al. 2006, Knight et al. 2018). En el caso del cultivar
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INTA 147, fue el mas preferido en la mayoria de las etapas fenologicas, y poseia en su

perfil volatiles como el Benzaldehido, Nonanal, Acetato de hexilo y B-Pineno.

En algunos cultivares de membrillo, el perfil de frutos y hojas carecia de las
kairomonas principales de carpocapsa, como el (E,E)-a-Farneseno y el (E,Z)-2.4-
Decadienoato de Etilo (Ester de Pera), tanto en presencia como en proporcion. El (E,E)-
a-Farneseno por si solo no explica completamente la atraccion de carpocapsa, por lo que
habria que buscar e identificar nuevos compuestos volatiles adicionales (Knight et al.
2018). Ademas, la emision natural del (E,E)-o-Farneseno en campo dura poco tiempo
(Knight & Light 2001). En el caso de carpocapsa la diferencia de oviposiciéon entre
cultivares de membrillo, podria estar regulada por un bouquet en distintas proporciones
en vez de la presencia de un solo compuesto exclusivo (Bruce et al. 2005, Casado et al.
2006, Gomez et al. 2023). Se destaca que la capacidad de carpocapsa de percibir los
estimulos volatiles es sesgada entre sexos, siendo mas receptivos los machos que las
hembras, y las larvas neonatas poseen otros receptores odorantes distintos (Walker et al.
2016). Por ello, se recomienda analizar la respuesta antenal con machos (Casado et al.
2006). Segun lo analizado, se reunieron evidencias a favor de la Hipotesis: “La respuesta
de oviposicion de las hembras de carpocapsa sera diferente entre cultivares y las etapas

fenologicas del membrillo™.

Ademas del estimulo mediado por volatiles, particip6 la superficie de contacto como
factor de decision en la oviposicion. Se observo que las hojas ramas y frutos del
membrillo son pubescentes durante la mayor parte del ciclo fenoldgico. En todas las
etapas la oviposicion predominé en la cara adaxial de las hojas del membrillo. En etapa
de crecimiento se observaron huevos en baja proporcion, colocados en las ramas de los
frutos. En etapa de maduracion, se observaron oviposiciones sobre areas de los frutos que

habian perdido la pubescencia. Esto coincide con Geier (1963), Blomefield et al. (1997)
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y Wearing (2016), los cuales encontraron que la cantidad de huevos de carpocapsa fue
mayor en la cara adaxial de las hojas de manzano. Esta diferencia en oviposicion se debe
a la densidad de tricomas, lo que genera superficies con mas o menos pubescencia (Al
Bitar et al. 2012, 2014, Joshi et al. 2015). Una superficie rugosa otorga mayor superficie
de contacto para la deposicion de huevos (Al Bitar et al. 2012). Las ceras naturales
presentes en la superficie de las hojas y frutos facilitan la adhesion de la sustancia que las
hembras de la carpocapsa utilizan como cemento para la oviposicion (Al Bitar et al. 2012,
Joshi et al. 2015, Wearing 2016). Sin embargo, ocurre todo lo contrario, las superficies
rugosas son las menos preferidas para la oviposicion. Esto depende de la adaptacion de
carpocapsa a caminar sobre superficies en donde su arolium (en el pretarso) se adhiere
mejor (Al Bitar et al. 2010). Lo que no se sabe es si existen diferencias entre los cultivares
de membrillo a nivel de pubescencia. Esto es algo que no fue evaluado en este trabajo y
tal variacion podria ser un factor importante para ayudar a explicar las preferencias
diferenciales de oviposicion encontradas entre cultivares.

Respecto a lo analizado en este capitulo, se reunieron evidencias a favor de la Hipotesis
“La eleccion de la ubicacion para la oviposicion resultard de la preferencia de las hembras
fecundadas de carpocapsa. Esta eleccion serd diferente entre los distintos cultivares de
membrillo y las etapas fenologicas del membrillo”. También existen estimulos no
volatiles en la superficie foliar que influyen positivamente en el comportamiento de
oviposicion. Carpocapsa puede detectar carbohidratos solubles, como la glucosa, la
fructosa y la sacarosa, y los alcoholes de azlicar, como el sorbitol, el quebrachitol y el
mioinositol. Estos compuestos deben proporcionar informacion sobre la fisiologia de la

planta y su valor nutricional (Lombarkia & Derridj 2002, 2008, Derridj et al. 2012).

Luego de que nacen las larvas, los volatiles emitidos por el hospedero tienen un rol

importante en guiarlas directamente hacia los frutos como también provocar otros
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comportamientos. La localizacion y el ingreso al fruto deben ser de inmediato, caso
contrario estdn expuestas a factores ambientales, que incrementan la mortalidad o la
depredacion. El comportamiento de las larvas neonatas puede ser variable, a veces es
directo hacia la fruta, otras no se mueve o deambulan-merodean sin rumbo (Sutherland
& Hutchins 1972). Este comportamiento de no moverse se contempla como un arresto en

el movimiento de larvas (Knight & Light 2001, Hughes et al. 2003).

La eleccion de larvas neonatas entre los cultivares de membrillo, no mostro diferencias
en casi todas las etapas fenoldgicas. Esto coincide con lo encontrado por Gémez et al.
(2023), en donde las larvas neonatas no definieron una eleccion significativa entre
cultivares de membrillo. Segun lo hallado por Landolt et al. (2000), las larvas neonatas
no discriminaron entre cultivares de manzano. Durante las etapas de crecimiento y
maduracion del membrillo, no se observaron diferencias significativas en la eleccion entre
los diferentes cultivares. Esto podria deberse a la similitud de volatiles emitidos por cada
cultivar. La preferencia de eleccion marcada en los cultivares INTA en etapa de frutos
inmaduros, coincide con la oferta de kairomonas encontradas en el Capitulo 2. Sin
embargo, en esta etapa la kairomona principal de las larvas, el (E,E)-a-Farneseno o el
Ester de Pera, no estuvieron presentes. Por lo tanto, la preferencia podria estar siendo
guiada por una mezcla y no por un compuesto especifico. La menor eleccion por el
cultivar Champion puede deberse a su composicion volatil. Ademds de presentar menor
oferta en proporcion de compuestos atractivos, puede que alguno de ellos tenga efecto
repelente para larvas. En poscuaje, el comportamiento de arresto fue mayor en
comparacion con otras etapas. En maduraciéon el merodeo superdé a los otros
comportamientos. En cierta medida ademds de atraccidn, la presencia o aplicacion de
kairomonas en otras proporciones puede generar un arresto de las larvas neonatas y la

interrupcion en la localizacion del hospedero (Landolt et al. 1999, Hughes et al. 2003,
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Light & Beck 2010, 2012, Goémez et al. 2023). La ocurrencia de arresto o merodeo en las
larvas extiende el tiempo de exposicion a condiciones desfavorables, aumentando la
mortalidad y disminuyendo el riesgo de infestacion (Knight & Light 2001, Hughes et al.

2003, Light & Beck 2012, Davis et al. 2013).

Ante lo analizado, se reunieron evidencias parcialmente a favor de la Hipotesis: “La
respuesta de eleccion de las larvas neonatas de carpocapsa sera distinta entre cultivares y
las etapas fenoldgicas del membrillo”. Solo hubo diferencias en etapa de frutos
inmaduros. No tener una preferencia entre cultivares u hospederos diferentes, puede ser
una estrategia de supervivencia de las larvas neonatas. Ademas, Piskorski et al. (2010),
seflalan que las larvas de carpocapsa sintetizan sus propios carbohidratos
independientemente del hospedero en el que se encuentren alimentandose. Las larvas
neonatas no pueden elegir entre potenciales hospederos porque se desplazan solamente
en distancias muy cortas y sobreviven en un breve periodo de tiempo sin alimentacion
(Jackson 1979, Marti Marti 2000). Por lo tanto, la seleccion del hospedero entre cultivares
de membrillo queda limitado a las preferencias de las hembras de carpocapsa. Ante las
respuestas de eleccion de oviposicion de las hembras entre los diferentes cultivares, se
retnen evidencias en favor de la Hipdtesis: “La predisposicion del membrillo a ser

atacado por carpocapsa es diferente entre cultivares”.

Se observo que, en etapa de crecimiento, coincidio la mayor respuesta de oviposicion
y la eleccion de cultivares por parte de las larvas neonatas de carpocapsa. En cada etapa
fenologica planteada, todos los ensayos en laboratorio se realizaron bajo las mismas
condiciones de temperatura, luz y humedad. En condiciones naturales, la etapa de
crecimiento de los frutales de pepita ocurre en el verano. Segin Blomefield & Giliomee
(2011), observaron que la mayor oviposicion se registré en el verano, con fluctuaciones

de temperaturas mas constantes en comparacion con la primavera. Este comportamiento
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de mayor oviposicion, si bien coincide con lo encontrado en este trabajo, difiere en
condiciones ambientales, ya que se realizo en laboratorio. Luego al finalizar la temporada
del cultivo, la oviposicion fue menor. Esto podria indicar una posible sincronizacion de

las respuestas de la plaga, frente al bouguet de volatiles de la oferta fenologica.

Carpocapsa al elegir el sitio de oviposicion, debe discriminar entre las opciones que
asegurara su descendencia. Entre estas opciones también se presenta la eleccion frente a
frutos infestados y que puedan distinguirlos mediante la informaciéon quimica volatil. Para
esto se plantea el capitulo siguiente, en donde se presenta una caracterizacion de
compuestos volatiles frente al dafio por carpocapsa y la evaluacion del comportamiento

de oviposicion y eleccion de larvas neonatas, entre frutos sanos e infestados.

3.5. Conclusion

En todas las etapas fenologicas, la eleccion de oviposicion en las hojas fue mayor. El
predominio de la oviposicion en la superficie adaxial de las hojas coincide con la
preferencia de Cydia pomonella por oviponer en superficies lisas. Los resultados de
oviposiciébn en hojas sugieren que este Organo deberia ser de mayor interés de
observacion, al momento del monitoreo de la plaga en el cultivo de membrillo. Las
preferencias de oviposicion por el cultivar INTA 147, podrian estar indicando una posible
mayor susceptibilidad a la infestacion por carpocapsa. La menor respuesta de oviposicion
en la etapa de maduracion podria estar indicando que la preferencia de la hembra de
carpocapsa podria estar sincronizada con el ciclo y la disponibilidad del cultivo de
membrillo. De acuerdo con lo observado en la etapa de fruto inmaduro y fruto en
crecimiento, en estas etapas de mayor preferencia de la plaga, se deberian reforzar las

técnicas de monitoreo de la plaga, para su control en campo. Seria interesante investigar
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en profundidad qué volatiles o mezclas de lo encontrado en etapa de poscuaje pueden

generar arresto en larvas como uso estratégico en control.



CAPITULO 4

Volatiles de membrillo infestados por carpocapsa. Oviposicion de hembras y eleccion

de larvas neonatas entre frutos sanos e infestados.
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4.1. Introduccion

Las plantas en un contexto natural emiten diferentes cantidades de compuestos
organicos volatiles al medioambiente. Los insectos al alimentarse de las plantas pueden
inducir por herbivoria cambios en la proporcion y composicion de los volatiles (Dicke &
A van Loon 2000, Dudareva et al. 2013, Bruce 2015). Al conjunto se le denomina
volatiles vegetales inducidos por herbivoros (del inglés Herbivoria Induced Plant
Volatiles - HIPVs) (Bruce 2015). Estos volatiles también participan en la mediacion de
las interacciones multitroficas entre plantas e insectos (Dicke & A van Loon 2000, Hare
2011). La emision de estos volatiles en respuesta a la herbivoria es un fenomeno altamente
dinamico y puede variar considerablemente por induccion por herbivoria y en relacion

con el ciclo diurno-nocturno (Dudareva et al. 2006).

Los volatiles inducidos por herbivoria, pueden afectar a individuos de la misma
especie, atrayéndolos o repeliéndolos (Dicke & A van Loon 2000). También pueden tener
un efecto positivo al mediar en las interacciones entre las plantas inducidas por los
herbivoros y los enemigos naturales de los herbivoros (Dudareva et al. 2013, Bruce 2015).
La mayoria de las investigaciones sobre los volatiles de las plantas inducidos por
herbivoros se han centrado en los insectos filofagos, es decir, aquellos que se alimentan
de las hojas de las plantas. Sin embargo, los estudios que exploran los efectos quimicos
desencadenados por los insectos carpofagos, que se alimentan de los frutos de las plantas,
son menos frecuentes (Hern & Dorn 2002). Se ha demostrado que la infestacion de
carpocapsa en frutos de manzano, genera la emision en mayor proporcion del (E,E)-a-
Farneseno y del (E)-B-Ocimeno (Landolt et al. 2000, Hern & Dorn 2002). También se ha
demostrado la induccién del (E,E)-a-Farneseno en frutos de membrillo (Lépez et al.
2022). Se ha encontrado mediante olfatometria, que los frutos infestados de manzano

atraen a hembras y a larvas neonatas de carpocapsa (Landolt et al. 2000, Hern & Dorn
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2002, Reed & Landolt 2002). Como la mayoria de las investigaciones en comportamiento
se han realizado en manzano, su hospedero principal, todavia quedan algunos
interrogantes acerca de la interaccion con el membrillo. Debido a esto, en el presente
capitulo, el objetivo fue determinar si el perfil de compuestos volatiles en el membrillo
cambiaba en respuesta a la infestacion por carpocapsa. Luego se determind la respuesta
de oviposicion y de eleccion de larvas neonatas de carpocapsa, frente a frutos sanos e

infestados del membrillo.

4.2. Materiales y Métodos

4.2.1. Determinacion de volatiles de membrillo expuestos al daifio por carpocapsa

Para la determinacion de volatiles de membrillo expuestos al dafio por carpocapsa, se
utilizaron los mismos cultivares que en el apartado 2.2./. Para garantizar el dafio, se dejo
que el material vegetal en el campo esté expuesto a la infestacion de carpocapsa durante
todo el ciclo fenologico. La caracterizacion de volatiles se realizd con membrillos del
cultivar Champion en etapa de crecimiento y maduracion. Estas etapas fenoldgicas fueron
propuestas, debido a que en infestaciones tempranas por carpocapsa los frutos se caen de
la planta. Con frutos en etapa de crecimiento y maduracion, al ser de mayor tamaio, se
garantizé que permanecieran infestados en la planta hasta finalizar incluso el ciclo del
cultivo. Se evidencio infestacion en los frutos cuando presentaron orificios y galerias de

ingreso de larvas de carpocapsa.

Para analizar si el perfil de volatiles cambia con la exposicidon a carpocapsa, se tomo
una muestra de frutos infestados y hojas expuestas a la plaga. Las hojas con exposicion
no corresponden a material dafiado por herbivoria de larvas, pero si a la oviposicion. El
perfil de volatiles expuestos a la plaga se compar6 con el perfil de volatiles sin exposicion

(informacién obtenida en el capitulo 2). Las muestras de material con y sin exposicion a
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la plaga, se tomaron el mismo dia, entre las 17:00 y 18:00 de la tarde. Al dia siguiente se
procedié con la metodologia de extraccion, el andlisis y la identificacion general de
volatiles. Para la extraccion de compuestos volatiles del material expuesto a la plaga se
sigui6 la metodologia propuesta en el apartado 2.2.3. Las muestras se acondicionan de a
una por vez en viales y una vez realizada la extraccion con la fibra se procede al analisis
general de volatiles propuesto en el apartado 2.2.4. Posteriormente al andlisis por GC-

MS, se procedi6 a la identificacion de los volatiles indicada en el apartado 2.2.5.

Se realiz6 el andlisis multivariado de componentes principales para analizar la relacion
entre grupos quimicos de volatiles y los cultivares. Para analizar en forma particular la
diferencia de proporcion de algunos compuestos entre sano e infestado, se utilizé como
réplica la abundancia relativa cuantificada en cada cultivar. Luego se realiz6 la prueba no
paramétrica de Friedman con p<0,05. Los andlisis se realizaron con el programa InfoStat
version 2020p.

4.2.2. Preferencia de oviposicion de hembras fecundadas entre frutos sanos e
infestados

En este objetivo se evaluo la preferencia de oviposicion de hembras fecundadas entre
frutos sanos e infestados por carpocapsa. Para ello se dio a elegir a hembras fecundadas
de carpocapsa, entre frutos sanos e infestados del cultivar Champion. Se eligio este
cultivar ya que es el mas cultivado a nivel nacional y también es reconocido a nivel

mundial.

Los frutos sanos se obtuvieron mediante la proteccién con una bolsa tipo voile como
se describi6é en el apartado 2.2.1. Los frutos infestados utilizados en este objetivo
corresponden a parte del material que se dejo expuesto a ser atacado por carpocapsa. Se
dejaron expuestos a la plaga durante todo el ciclo fenologico. Se verifico el dafio en los

frutos, por la presencia de orificios de entrada, aserrin y galerias internas que progresaron
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hasta las semillas. Los frutos infestados se cortaron en etapa de maduracion. En esta etapa,
al ser frutos mas grandes, se garantiza que todavia estén en la planta atun infestados. Los

frutos se utilizaron sin cortar, ni lavar y con la pubescencia intacta.

En un contenedor plastico de 14000 cm?, se coloco un fruto sano y otro infestado por
carpocapsa. Se quitaron las hojas para evitar que sus emisiones de volatiles interfieran en
la eleccion. Al lado de cada fruto se coloco una placa de vidrio transparente cuadrado de
10 cm? de dimensién. Se eligié el vidrio ya que las hembras prefieren oviponer en
superficies lisas. Cada contenedor se mantuvo tapado con tela voile, para permitir el

ingreso de aire y luz (Figura 4.1). Se utilizaron 12 repeticiones.

Figura 4.1. Representacion del ensayo de oviposiciones sobre frutos sanos e infestados por
carpocapsa en el cultivar Champion.

En cada contenedor se ingresaron 4 parejas de adultos de carpocapsa de un dia de edad,
y se las dejo con una fuente de agua durante cuatro dias. En este periodo las parejas
copularon y luego las hembras comenzaron a oviponer. Luego se retiraron las placas de
vidrio y se realizo el conteo del nimero de huevos puestos correspondientes a cada estado

de fruto (sano/infestado).



122

Para analizar la preferencia de oviposicion entre estado de fruto sano e infestado, los
datos se analizaron con la prueba no paramétrica de Friedman con p<0,05, con el

programa InfoStat version 2020p.

4.2.3. Dual-Choice de larvas neonatas entre frutos sanos e infestados
En este objetivo se evaluo la preferencia de eleccion de las larvas neonatas entre frutos
sanos ¢ infestados por carpocapsa. Se utilizaron frutos del cultivar Champion sanos e

infestados cosechados en etapa de maduracion.

De manera similar al apartado 3.2.2, se repitio la metodologia para el ensayo de doble
eleccion (dual-choice). Se quitaron las hojas para evitar que sus emisiones de volatiles
interfieran en la eleccion. Se di6 a elegir de a una larva neonata por vez, entre un fruto
sano frente a uno infestado. Se testearon 45 larvas y se registro la eleccion final y el
tiempo que tardaron en realizarla, de un tiempo total de observacion de 600 segundos.
También se registraron comportamientos de merodeo y el merodeo hacia alguna de las
frutas ofrecidas o eleccion centro fueron considerados “arresto”. Cada cinco larvas

testeadas se reemplazo la fruta y se cambi6 el papel de filtro.

Los datos de las preferencias de eleccion entre fruta sana e infestada y los distintos
comportamientos se analizaron por una prueba de Chi cuadrado de Bondad de Ajuste con
p< 0,05, con el programa InfoStat version 2020p. El tiempo de eleccion fue analizado
mediante la prueba de Wilcoxon (Mann-Whitney U) con p<0,05, con el programa

InfoStat version 2020p.
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4.3. Resultados
4.3.1. Caracterizacion del perfil de compuestos volatiles de membrillo sano e
infestado

A continuacion, se detalla por apartado, la caracterizacion del perfil de compuestos
volatiles en etapa de crecimiento y maduracion. Se compara el perfil de volatiles en los
frutos sanos vs. infestados y en las hojas sin y con exposicion a la plaga. En forma general,
se identificaron grupos quimicos como Hidrocarburos (alcanos y alquenos: HC), Tioles
(TI), Alcoholes (AL), Aldehidos (AH), Cetonas (CT), Acidos Organicos (AC), Esteres
(ES), compuestos con un anillo aromdtico (AR), Norisoprenoides (N), Monoterpenos
(MT) y Sesquiterpenos (SQ). De estos grupos quimicos, algunos compuestos no fueron
detectados (nd) en las muestras de frutos y hojas de todos los cultivares. Para todas las
etapas se logrd una identificacion entre el 81,14% y 99,97% del area total de los

cromatogramas.
4.3.1.1. Perfil general de volitiles en etapa de crecimiento

De las muestras de frutos sanos e infestados de todos los cultivares recolectados en
etapa de crecimiento, se observo que la mayor proporcion de compuestos volatiles,
corresponden al grupo de alcoholes (Cuadro 4.1). En este grupo se identificaron nueve
compuestos diferentes. En los cultivares Champion e INTA 147, la proporcion de
alcoholes fue mayor en frutos sanos. El area total identificada entre todos los cultivares
varid desde un 83,87% hasta un 99,97%. En el caso de las muestras de hojas sin
exposicion y con exposicion a carpocapsa la mayor proporcion de compuestos
corresponden a los monoterpenos (Cuadro 4.2). Se identificaron catorce monoterpenos
entre todos los cultivares y estados. La proporcion de monoterpenos fue menor en las
hojas que estuvieron expuestas a la plaga. El area total identificada entre todos los

cultivares vario desde un 83,39% hasta un 98,97%.
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Cuadro 4.1: Principales grupos quimicos del perfil de volatiles presentes en frutos
sanos vs. infestados de cuatro cultivares de C. oblonga en la etapa de fruto en
crecimiento. Determinado por HS-SPME y GC/MS. La abundancia corresponde a
la suma de todos los compuestos segiin su grupo quimico.

N° de Champion INTA 37 INTA 117 INTA 147
compuestos S I S I S I S I

Grupos quimicos

Alcoholes 9 68,81 35,62 47,62 11,35 67,71 81,34 86,08 83,28
Hidrocarburos 12 3,55 9,34 19,34 55,08 17,34 7,95 1,58 0,37
Esteres 17 11,60 31,29 7,21 2,50 3,57 3,85 5,69 343
Norisoprenoides 2 2,81 17,36 6,67 1,09 1,68 0,11 -

Sesquiterpenos 3 0,79 247 091 20,32 0,21 3,54 0,02 0,13
Aldehidos 4 1,43 137 0,66 0,51 083 1,12 0,74 4,27
Monoterpenos 2 0,79 0,72 3,57 046 0,54 027 035 0,94
Tioles 1 1,44 2,58 0,10 - 0,40 - - -

Aromaticos 2 0,12 048 0,07 0,12 0,80 0,12 0,05 0,38

%Area total identificada 91,36 91,36 83,87 96,84 97,02 92,48 99,87 94,63

S: Frutos sanos. I: Infestados. Se considero traza a compuestos con una abundancia relativa menor al
0,05%.

Cuadro 4.2: Principales grupos quimicos del perfil de volatiles presentes en hojas
no expuestas y expuestas a carpocapsa, de cuatro cultivares de C. oblonga en la
etapa de fruto en crecimiento. Determinado por HS-SPME y GC/MS. La
abundancia corresponde a la suma de todos los compuestos segin su grupo
quimico.

Grupos N° de Champion  INTA 37 INTA 117 INTA 147
quimicos compuestos NE E NE E NE E NE E
Monoterpenos 14 0,63 0,43 59,71 39,49 61,19 58,79 70,83 56,71
Aldehidos 7 0,38 0,08 18,62 48,49 21,44 27,14 16,82 12,64
Hidrocarburos 13 41,61 83,73 0,49 0,22 0,31 0,32 0,80 0,93
Aromaticos 6 0,32 5,73 1422 790 12,32 8,57 7,04 10,39
Alcoholes 7 899 036 246 2,06 2,13 1,97 2,37 192
Cetonas 1 - - 0,44 036 044 040 035 0,46
Esteres 9 38,93 3,08 0,70 0,40 0,75 0,53 0,40 0,33
Tioles 1 0,11 - - - - - - -
Sesquiterpenos 1 0,35 0,03 0,05 0,01 0,01 - 0,01 -
Acidos 1 - - 0,07 0,03 0,09 0,05 0,04 -

%Area total identificada 91,31 91,31 93,44 96,76 98,97 98,68 97,78 98,65

NE: Hojas no expuestas, E: Expuestas. Se consider6 traza a compuestos con una abundancia
relativa menor al 0,05%.

El analisis de componentes principales en base a la relacion entre los grupos quimicos

y frutos sanos e infestados explico el 65% de la variabilidad total (Figura 4.2). En el
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primer componente del andlisis, los hidrocarburos y sesquiterpenos son mayoritarios en

frutos infestados del cultivar INTA 37. En correlacion opuesta, los alcoholes fueron

mayoritarios en los frutos infestados de los cultivares INTA 147 e INTA 117. En el

segundo componente, los monoterpenos y norisoprenoides predominaron en frutos sanos

del cultivar INTA 37. Los frutos sanos del cultivar INTA 147 y los infestados del INTA

117 son mas similares entre si en relacion con sus grupos quimicos. Los frutos infestados

del cultivar INTA 37 y del INTA 147 son los mas disimiles entre si, teniendo en cuenta

la composicidon por grupos quimicos.

CP 2 (23,3%)

6.00-
Monoterpenos

3.00- @ [-37 Sano

Alcoholes Ch Sano Norisoprenoides

[-147 Infestado [.147 Sanc}
P
- ano os :
@ Hidrocarburos
Ch Infestado C?/ \\QO &
Aromaticos
: [-37 Infestado
13.00- Sesquiterpenos
_6=|:”:|- T T T T 1
-6.00 -3.00 0,00 3.00 6,00

CP 1 (41.3%)

Frutos Sanos@ vs. Infestados @ Grupos quimicos —3—

Figura 4.2. Analisis de Componentes Principales de los grupos quimicos de volatiles presentes en frutos
sanos e infestados de cuatro cultivares de C. oblonga en crecimiento. En verde se representa lo sano, en
rojo lo infestado y en amarillo los grupos quimicos. El analisis se realizo con el software Infostat (V.
2020p).

El andlisis de componentes principales en base a la relacion entre los grupos quimicos

y hojas no expuestas y expuestas explico el 89% de la variabilidad total (Figura 4.3). En

el primer componente del andlisis, las cetonas, monoterpenos y aromaticos fueron

mayoritarios en las hojas no expuestas y expuestas de los cultivares INTA y los ésteres y
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sesquiterpenos en hojas no expuestas del cultivar Champion. En el segundo componente,
los alcoholes fueron mayoritarios en las hojas no expuestas y los hidrocarburos en las
expuestas, del cultivar Champion. Hay mayor similitud de composiciéon quimica en las
hojas no expuestas entre los cultivares INTA 117 e INTA 147. La menor similitud entre

grupos quimicos se dio entre las hojas no expuestas del cultivar Champion y el INTA

117.
6.00-
Alcoholes
3001 . Monoterpenos
Sesquiterpenos Aldehidos
= o . Cetonas
= Esteres /
= Ch+ 137+
= 0.00 Aromaticos
[} -
0 I-117 +
Ch -
-3.004
Hidrocarburos
_6=DD- T T T T 1
-6.00 -3.00 0,00 3.00 6,00

CP 1(69.0%)
Hoja No Expuesta (+) @ vs. Expuesta (-) ¢ Grupos quimicos —O—
Figura 4.3. Analisis de Componentes Principales de los grupos quimicos de volatiles presentes en hojas
no expuestas y expuestas de cuatro cultivares de C. oblonga en crecimiento. En verde se representa lo

no expuesto, en rojo lo expuesto y en amarillo los grupos quimicos. El analisis se realizé con el software
Infostat (V. 2020p).

Analisis del perfil de voldtiles por cultivares

Los frutos sanos e infestados del cultivar Champion presentaron el perfil de volatiles
mas variado en comparacion con el cultivar INTA 147 (Cuadro 4.3). Lo opuesto ocurrid
en las hojas no expuestas y expuestas del cultivar Champion, con un perfil de volatiles
menos variado (Cuadro 4.4). En el cultivar INTA 37, el (E,E)-a-Farneseno present6 la

mayor proporcion en frutos danados, con un 19,91% (Cuadro 4.3). En el cultivar INTA



127

147, el Limoneno se presentd en mayor proporcion en las hojas no expuestas, con un
40,18%. El (E,E)-a-Farneseno se presentd en las hojas de algunos cultivares en
proporciones trazas y solo fue mayoritario en el cultivar Champion con un 0,35% en hojas
no expuestas. El Nonanal y Octanal fueron mayoritarios en las hojas no expuestas del

cultivar INTA 147, con proporciones de 0,82% y 0,94% respectivamente (Cuadro 4.4).

Analisis del perfil de volatiles del membrillo expuesto a carpocapsa

Con el fin de analizar el cambio en el perfil de volatiles del cultivo del membrillo
expuesto a carpocapsa, se us6 como réplica la abundancia relativa cuantificada en cada

cultivar.

Para analizar cambios en el perfil de frutos sanos e infestados, se logré una
identificacion de cincuenta y dos compuestos volatiles diferentes entre todos los
cultivares (Cuadro 4.3). Al observar el perfil entre sano e infestado, la proporcion de
kairomonas aumento con la infestacion de carpocapsa en todos los cultivares. El (E,E)-a-
Farneseno fue el unico compuesto que tuvo un cambio consistente en todos los cultivares,
aumentando significativamente la proporcion en los frutos infestados (Prueba de
Friedman T2= 1E+30, p <0,0001) (Figura 4.4). Respecto al Limoneno en frutos dafiados,
se observo un aumento en proporcion sin diferencias significativas en todos los cultivares.
De los compuestos con actividad electroantenografica para hembras, se presentaron el
(Z)-3-Hexenol, Acetato de (Z)-3-Hexenol, Acetato de Hexilo y (E)-f-Ocimeno, pero sin

cambios significativos entre frutos sanos e infestados.

En el perfil de hojas no expuestas y expuestas se logrd una identificacion de sesenta
compuestos volatiles entre todos los cultivares (Cuadro 4.4). El grupo de kairomonas se
presentd en menor proporcion en las hojas expuestas de todos los cultivares. El Limoneno

tuvo un cambio consistente en todos los cultivares, disminuyendo significativamente la
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proporcion en las hojas expuestas (Prueba de Friedman T2= 1E+30, p <0,0001) (Figura
4.4). Se presentaron compuestos con actividad electroantenografica como el (Z)-3-
Hexenol, 2-Hexenal, Benzaldehido, B-Pineno, 6-Metil-5-Hepten-2-ona, B-Mirceno,
Acetato de (Z)-3-Hexenol, Octanal, (E)-B-Ocimeno, Nonanal y Decanal, pero la mayoria
sin diferencias significativas entre hojas no expuestas y expuestas. De este grupo, el
Nonanal y Octanal se presentaron significativamente en menor proporcion en las hojas
expuestas (Prueba de Friedman T2= 1E+30, p <0,0001) (Figura 4.4). Ambos compuestos
fueron mayoritarios en las hojas no expuestas del cultivar INTA 37, con proporciones de

0,82% y 0,94% respectivamente (Cuadro 4.4).

45
B
334 A
=
£
_ﬂ 22
E B
<X 104
A E A B A
1 ] ] i [ .
(E.E)-ci-Farneseno Limoneno Nonanal Octanal
|:| Frutos Sanos |:| Hojas No Expuestas

. Frutos Infestados |:| Hojas Expuestas

Figura 4.4. Abundancia relativa porcentual del (E,E)-o-Farneseno en frutos sanos e infestados.
Abundancia relativa porcentual del Limoneno, Nonanal y Octanal en Hojas No Expuestas y Expuestas.
Se us6 como réplica la abundancia relativa cuantificada en cada cultivar, en etapa de crecimiento. Cada
barra negra representa el error estindar de la media. Letras diferentes indican diferencias
estadisticamente significativas (P<0,05; analisis de varianza de Friedman).
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Cuadro 4.3: Principales compuestos del perfil de volatiles presentes en frutos sanos e infestados por carpocapsa, de cuatro cultivares de C. oblonga en
la etapa de fruto en crecimiento. Determinado por HS-SPME y GC/MS en una muestra compuesta de ocho plantas por cultivar. La abundancia de cada
compuesto se encuentra en proporcion relativa al total. nd: compuesto no detectado. Se considerd traza a compuestos con una abundancia relativa menor
al 0,05%.

Tiempode ; .. Cultivares
Compuesto Retencion lI{n(tilce .qe Champion INTA 37 INTA 117 INTA 147
(min) CHenCION "G ano Infestado Sano Infestado Sanmo Infestado Sano Infestado

1 Etanotiol TI 1,70 528 1,44 2,58 0,10 nd 0,40 nd nd nd
2 Hexano HC 1,91 601 1,53 5,10 19,18 54,85 16,35 7,26 1,00 nd
3 Benceno AR 2,30 660 nd 0,26 nd nd 0,62 nd nd nd
4 2-metil-2-butenal AH 3,17 742 0,26 0,49 0,17 0,38 0,26 0,36 0,13 1,13
5 Tolueno AR 3,64 756 0,12 0,22 0,07 0,12 0,18 0,12 0,05 0,38
6 Hexanal AH 4,31 795 0,69 0,44 0,49 0,13 0,56 0,76 0,61 3,04
7 (Z)-3-Hexenol (EAGH) AL 6,10 840 11,36 5,64 8,21 2,58 6,38 9,54 1940 21,65
8 1-hexanol AL 6,74 860 56,80 26,62 37,29 7,10 56,87 68,36 60,68 61,63
9 Nonano HC 8,20 910 nd 0,57 nd nd nd nd nd nd
10 Tiglato de etilo ES 10,46 921 0,26 0,25 0,66 0,25 0,19 0,22 0,11 0,06
11 Hexanoato de etilo ES 15,16 973 0,29 0,42 0,80 0,26 0,17 0,10 0,14 0,09
12 Acetato de (Z)-3-Hexenol (EAG+) ES 15,63 984 2,98 0,58 3,14 0,13 0,41 0,76 3,18 1,06
13 Acetato de Hexilo (EAG+) ES 16,34 991 0,81 0,10 0,63 0,02 0,12 0,21 0,59 0,25
14 Limoneno (K/EAG+) MT 17,50 1017 0,38 0,46 0,15 0,32 0,47 0,23 0,26 0,76
15 2-etil-1-hexanol AL 17,89 1018 0,33 nd 0,07 nd nd 0,10 nd nd
16 (E)-p-Ocimeno (EAG+) MT 19,48 1034 0,42 0,26 3,41 0,14 0,07 0,04 0,09 0,18
17 2,4-dimetil-Decano HC 25,01 1086 nd nd nd nd 0,49 nd nd nd
18 Undecano HC 25,45 1095 nd nd nd nd nd 0,26 0,26 0,16
19 (Z)-2-nonen-1-ol AL 32,36 1172 nd nd 1,64 1,37 4,07 2,98 nd nd
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20
21
22
23
24
25
26
27

28
29
30

31
32
33
34
35
36
37
38
39

40

41

Salicilato de Metilo (EAG+)
(Z)-4-octenoato de etilo
Octanoato de etilo
5-etil-5-metil-Decano
Decanal
Teaspirano Z o E
Tridecano
Teaspirano Z o E
Ester isobutilico del acido 2,2,4-trimetil-3-
isopropilcarboxipentanoico
4,8-dimetil-3,7-nonadien-2-ol
Ester del dcido 2,2-dimetil-1-(2-hidroxi-1-
metiletil)propil 2-metil-propanoico
(Z)-3-Tetradeceno
Tetradecano
Dodecanal
(Z)-B-Farneseno
Dihidro-p-ionona
trans-2-dodecen-1-ol
(E,E)-a-Farneseno (K/EAG+)
2-hexil-1-octanol
3,7,11-trimetil-1-dodecanol
Ester isobutilico del acido 2.2 4-trimetil-3-
carboxiisopropilpentanoico
(Z)-7-hexadeceno

ES
ES
ES
HC
AH

HC

ES
AL
ES

HC
HC
AH
SQ
SQ
AL
SQ
AL
AL

ES

HC

33,61
33,86
34,38
34,57
34,73
38,19
38,44
38,74

39,74
40,00
40,41

41,07
41,30
41,47
41,70
42,05
42,26
43,70
44,77
45,01

45,47

45,61

1174
1190
1197
1198
1200
1298
1300
1308

1331
1349
1353

1391
1399
1402
1418
1428
1440
1502
1560
1564

1586

1590

0,33
nd
nd
nd

0,22

2,30

0,18

0,51

0,12
nd
0,17

0,25
0,13
0,26
nd
nd
nd
0,79
nd
nd

2,53
nd

nd
0,13
nd
nd
0,29
nd
0,07
nd

0,14
nd
0,27

0,34
0,24
0,16
nd
nd
nd
2,47
0,65
0,24

10,42
nd

nd

nd
0,10
0,01

nd
8,92
0,04
8,44

nd
0,21
nd

0,08
0,03
nd
0,05
0,27
0,19
0,59
nd
nd

nd

nd

nd

nd
0,11
0,00

nd
3,39
0,04
3,28

nd
0,18
nd

0,13
0,06
nd
0,01
0,40
0,12
19,91
nd
nd

nd

nd

nd
nd
nd
0,17
nd
0,41
0,05
0,68

nd
0,31
nd

0,15
0,14
nd
nd
0,14
0,08
0,07
nd
nd

0,12
nd

nd
nd
nd
0,10
nd
0,85
0,05
0,83

nd
0,27
nd

0,10
0,08
nd
nd
0,19
0,09
3,35
nd
nd

nd

0,10

nd
0,08

nd
0,07

nd
0,01
0,03
0,10

nd
nd
nd

0,16
nd
nd
nd
nd
nd

0,02
nd
nd

nd

nd

nd
0,03
nd
nd
0,10
nd
nd
nd

nd
nd
nd

0,07
0,14
nd
nd
nd
nd
0,13
nd
nd

nd

nd
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42 Hexadecano HC 45,76 1600 0,60 1,63 nd nd nd nd nd nd
43 Ester del 4cido alil octil oxalico ES 46,99 1660 0,72 5,09 nd nd nd nd nd nd
44 ) ciclotetradecano HC 4726 1673 nd 0,43 nd nd nd nd nd nd
45 Ester bis(2-metilpropilico) del 4cido ES 4735 1663 nd nd 007 nd 008 004  nd nd
' hexanodioico
46 Ester ciclohexilmetil isobutilico del acido ES 4759 1694 2.59 3.61 1,88 1,73 2.49 2,52 152 1,04
) sulfuroso

47 Ester del acido alil nonil oxalico ES 47,74 1701 0,81 6,01 nd nd nd nd nd nd
48 2-hexilo-1-decanol AL 48,87 1764 0,32 2,21 nd nd nd nd nd nd
49 Ester del acido isobutil nonil oxalico ES 49,02 1772 nd 0,66 nd nd nd nd nd nd
50 Octadecano HC 49,55 1801 0,87 0,96 0,06 nd nd nd nd nd
51 Miristato de isopropilo ES 49,94 1823 nd 2,38 nd nd nd nd nd nd
52 Ester del acido alil decil oxalico ES 50,28 1840 nd 1,26 nd nd nd nd nd nd

Area relativa total 91,36 83,62 96,84 97,02 92,48 99,87 94,63 92,79
Champion INTA 37 INTA 117 INTA 147

Sano Infestado Sano Infestado Sano Infestado Sano Infestado

Frecuencia de Kairomonas (K) 2 2 2 2 2 2 2 2

Proporcion de Kairomonas 1,17 2,93 0,75 20,23 0,54 3,58 0,29 0,89
Frecuencia de compuestos EAG+ 8 7 6 6 6 6 6 7

Proporcion de compuestos EAG+ 17,28 9,79 16,15 23,10 7,52 14,13 23,54 24,13

Grupos quimicos, TI: Tiol, HC: Hidrocarburos; AR: Aromatico; AC: Acido organico; AL: Alcoholes: ES: Esteres; AH: Aldehidos; MT: Monoterpenos; N:
Norisoprenoide; CT: Cetona, SQ: Sesquiterpenos. Se marcaron en negrita, los compuestos considerados principales en abundancia relativa, presentes en casi

todas las muestras. K: compuestos con actividad de Kairomona y EAG+: compuestos con actividad electroantenografica en hembras de carpocapsa.



Cuadro 4.4: Principales compuestos del perfil de volatiles presentes en hojas no expuestas y expuestas a carpocapsa, de cuatro cultivares
de C. oblonga en la etapa de fruto en crecimiento. Determinado por HS-SPME y GC/MS en una muestra compuesta de ocho plantas por
cultivar. La abundancia de cada compuesto se encuentra en proporcion relativa al total. nd: compuesto no detectado. Se considero traza a

compuestos con una abundancia relativa menor al 0,05%.

Tiempo Cultivares
de Indicede = Champion INTA 37 INTA 117 INTA 147
Compuesto Retencion Retencion

(min) NE E NE E NE E NE E

1 2-metil-pentano HC 1,50 556 nd 0,30 nd nd nd nd nd nd

2 Etanotiol TI 1,72 559 0,11 nd nd nd nd nd nd nd

3 Hexano HC 1,95 607 40,27 82,46 nd nd nd nd nd nd

4 Benceno AR 2,33 660 nd 5,12 nd nd nd nd nd nd

5 (E)-2-pentenal AH 3,61 756 nd nd nd nd nd 0,11 nd nd
6 Tolueno AR 3,66 756 0,32 0,61 9,36 4,63 7,95 4,76 3,82 6,83

7 3-metil-2-butenal AH 4,22 791 nd nd 0,19 0,12 0,19 0,18 0,07 0,1
8 Hexanal AH 4,34 795 0,29 nd 349 3,07 3091 3,18 2,34 2,01

9 Ciclofencheno MT 5,30 823 nd nd nd 0,01 nd 1,19 nd nd
10 Ester metilico del 4cido 3-metil-2-butenoico ES 6,09 844 nd nd 0,18 0,11 0,15 0,19 0,17 0,10
11 (Z)-3-Hexenol (EAGH) AL 6,12 844 7,21 nd 0,18 0,12 0,15 0,19 0,17 0,10
12 2-Hexenal (EAGH) AH 6,36 851 nd nd 420 341 6,46 10,63 645 3,25
13 Hexanol AL 6,71 859 1,52 0,36 0,57 035 0,51 0,52 0,45 0,34
14 m-Xileno AR 7,10 869 nd nd 3,35 2,33 3,10 264 221 2,41

15 Bster2-metilpropilico del deido 2-  po 5o 80 026 nd nd nd nd nd nd  nd

propenoico

16 p-Xileno AR 8,19 898 nd nd 1,09 0,69 098 0,90 0,72 0,81
17 Heptanal AL 8,68 913 nd nd 0,47 038 0,51 0,43 0,40 0,35

132
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18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30

31
32
33
34
35
36
37
38
39
40

(E,E)-2,4-Hexadienal
Anisol
Cumeno
a-Tujeno
a-Pineno
Canfeno
Benzaldehido (EAG+)
pB-Pineno (EAG+)
2-metil propil 2-metil 2-butenoato
6-Metil-5-Hepten-2-ona (EAG+)
p-Mirceno (EAG+)
3-metil-nonano

Acetato de (Z)-3-Hexenol (EAG+)
Octanal (EAG+)

a-Terpineno
Limoneno (K/EAG+)
2-etil-1-hexanol
0-Cimeno
Acido (E)-2-hexenoico
(E)-B-Ocimeno (EAG+)
2-hexenoato de etilo
3,7-dimetil-1,3,7-Octatrieno
y-Terpineno

AL
AR
AR
MT
MT
MT
AH
MT
ES

CT
MT
HC
ES

AL
MT
MT
AL
MT
AC
MT
ES

HC
MT

9,12
9,50
10,01
10,28
10,66
11,59
12,21
13,66
14,27
14,73
15,19
15,30
15,67
16,06
17,19
17,51
18,77
17,89
19,139
19,53
20,21
20,60
21,40

909
914
919
920
927
938
945
961
967
973
978
980
984

989
1002
1017
1018
1020
1022
1035
1036
1040
1050

nd
nd
nd
nd
nd
nd
0,09
0,02
nd
nd
0,12
0,12
36,89
nd
nd
0,30
0,19

nd
nd
nd
nd
nd
nd
0,08
0,03
nd
nd
0,13
0,13
0,37
nd
nd
0,26
nd
nd
nd
0,01
nd
nd
nd

0,08
0,28
0,15
0,80
1,99
0,54
10,33
3,16
0,10
0,44
5,49
nd
0,31
0,84
1,49
34,16
0,32
6,41
0,07
0,56
0,12
0,18
1,98

0,05
0,20
0,05
0,44
1,36
0,32
41,65
2,21
0,07
0,36
3,83

nd
0,17
0,52
0,83
22,55
0,64
4,18
0,03
0,32
0,06
0,09
1,11

0,05
0,23
0,06
0,66
1,63
0,39
10,48
3,21
0,07
0,44
6,00
nd
0,25
0,72
1,27
38,86
0,18
5,79
0,09
0,44
0,13
0,09
1,51

0,11
0,20
0,07
0,81
2,50
0,86
12,89
3,61
0,09
0,40
5,35
nd
0,18
0,53
1,06
34,70
0,19
5,20
0,05
0,46
0,07
0,13
1,52

0,04
0,20
0,08
0,53
1,45
0,35
7,06
2,63
0,11
0,35
7,41
nd
0,04
0,94
1,77
40,18
0,37
6,30
0,04
0,90
0,08
0,41
3,15

0,05
0,23
0,12
0,58
1,53
0,40
6,37
2,55
0,10
0,46
5,50
nd
0,07
0,78
1,55
30,08
0,30
5,62
nd

0,69
0,06
0,30
2,36
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41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56

p-menta-1,4(8)-dieno
2,4-dimetil-Decano
Undecano
(E)-Tujona
Nonanal (EAG+)
Isomentona
Butanoato de (Z)-4-hexen-1-ilo
1-dodeceno
5-etil-5-metil-Decano
Decanal (EAGH)
Pulegona
Tridecano
(Z)-3-Tetradeceno
6-etil-2-metil-decano
(E.E)-0-Farneseno (K/EAG+)
Tridecan-1-ol

HC
HC
HC
MT
AH
MT
ES
HC
HC
AH
MT
HC
HC
HC
SQ
AL

24,50
24,99
25,46

26,222
26,65
31,66
33,72
34,10
34,57
34,73
36,46
38,44
41,07
41,81
43,70
45,61

1085
1086
1090
1104
1109
1167
1176
1193
1198
1204
1248
1300
1391
1418
1502
1596

nd
0,38
0,16
nd
nd
nd
0,10
0,14
0,17
nd
nd
0,07
0,30
nd
0,35
0,07

nd
0,24
0,11
nd
nd
nd
nd
0,07
0,11
nd
nd
0,05
0,26
nd
0,03
nd

0,31
nd
nd

0,13

0,40

2,84
nd
nd
nd

0,01

0,16
nd
nd
nd

0,05
nd

0,13
nd
nd

0,07

0,24

2,12
nd
nd
nd
nd

0,14
nd
nd
nd

0,01
nd

0,22
nd
nd

0,05

0,36

1,35
nd
nd
nd

0,04

0,03
nd
nd
nd

0,01
nd

0,19
nd
nd

0,05

0,15

1,44
nd
nd
nd

0,00

0,04
nd
nd
nd
nd
nd

0,39
nd
nd

0,13

0,82

5,55
nd
nd
nd

0,07

0,48
nd
nd
nd

0,01
nd

0,32
nd
nd
nd

0,72

5,12
nd
nd
nd

0,19

0,74

0,06
nd

0,08
nd
nd
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57 Ester bis(2-metilpropilico) del 4cido Hexanodioico ES 47,36 1660 nd 0,05 nd nd nd nd nd nd
58 Ester ciclohexilmetil isobutilico del 4cido sulfuroso ES 47,59 1694 1,68 2,66 nd nd nd nd nd nd
59 Octadecano HC 49,55 1801 nd nd nd 0,17 nd nd nd nd
60 Ester del acido mono(2-etilhexil) Hexanodioico ES 50,33 1845 nd nd nd nd 0,15 0,00 nd nd
Area relativa total 91,31 93,44 96,76 98,97 98,68 97,78 98,65 83,38

Champion INTA 37 INTA 117 INTA 147
NE E NE E NE E NE E

Frecuencia de Kairomonas (K) 2 2 2 1 2 1 2 2
Proporciéon de Kairomonas 0,65 0,29 3422 2256 38,86 34,70 40,18 30,08
Frecuencia de compuestos EAG+ 7 6 12 11 12 11 12 11

Proporcion de compuestos EAG+ 4498 090 59,56 75,07 66,98 68,64 66,14 50,06
Grupos quimicos, TI: Tiol, HC: Hidrocarburos; AR: Aromatico; AC: Acido organico; AL: Alcoholes: ES: Esteres; AH: Aldehidos; MT: Monoterpenos; N:
Norisoprenoide; CT: Cetona, SQ: Sesquiterpenos. Se marcaron en negrita, los compuestos considerados principales en abundancia relativa, presentes en casi
todas las muestras. K: compuestos con actividad de Kairomona y EAG+: compuestos con actividad electroantenografica en hembras de carpocapsa. Hojas
no expuestas: NE y expuestas E.
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4.3.1.2. Perfil general de voldtiles en etapa de Maduracion

De las muestras de frutos sanos e infestados de todos los cultivares recolectados en
etapa de maduracion, se observo que la mayor proporcion de compuestos volatiles,
corresponden al grupo de ésteres y de hidrocarburos (Cuadro 4.5). En el grupo de ésteres
se identificaron once compuestos diferentes, presentdndose en proporciones de 7,18% y
29,59%. La proporcion de ésteres fue mayor en los frutos infestados de todos los
cultivares. Del grupo de hidrocarburos se presentaron cuatro compuestos diferentes, con
proporciones de 18,02% y 28,40%. La proporcion de hidrocarburos fue mayor en frutos
infestados de los cultivares Champion e INTA 37. El area total identificada entre todos

los cultivares varid desde un 86,12% hasta un 96,13%.

Cuadro 4.5: Principales grupos quimicos del perfil de volatiles presentes en frutos
sanos vs. infestados de cuatro cultivares de C. oblonga en la etapa de fruto en
maduracion. Determinado por HS-SPME y GC/MS. La abundancia corresponde a la
suma de todos los compuestos seglin su grupo quimico.

N° de Champion INTA 37 INTA 117 INTA 147

compuestos S 1 S | S 1 S 1
Esteres 11 9,66 29,59 7,18 9,82 19,25 24,22 22,46 22,74

Grupos quimicos

Hidrocarburos 4 18,02 27,27 14,52 21,84 28,40 19,13 24,33 21,34
Monoterpenos 4 9,50 9,84 28,83 22,79 8,55 1542 436 8.16
Norisoprenoides 2 14,14 1,99 0,54 0,80 20,44 20,53 33,75 28,34
Sesquiterpenos 3 24,99 2,16 17.89 5,17 4,73 242 072 1,73
Aldehidos 5 331 11,11 12,78 592 729 6,53 4,84 549
Alcoholes 4 543 8,13 12,16 8,59 4,74 6,02 422 645
Aromatico 2 1,06 1,65 097 145 143 090 0,98 0,85
Tioles 1 - - - 17,07 0,52 - 0,47 -

%Area total identificada 86,12 91,75 94,86 93,45 9534 9517 96,13 95,11

S: Frutos sanos. I: Infestados. Se considero traza a compuestos con una abundancia relativa menor al
0,05%.

En el caso de las muestras de hojas sin exposicion y con exposicion a carpocapsa la
mayor proporcion de compuestos corresponden a los monoterpenos y alcoholes (Cuadro
4.6). Se identificaron once monoterpenos entre todos los cultivares y estados, con

proporciones de 45,09% y 73,42%. La proporcion de monoterpenos fue menor en las
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hojas que estuvieron expuestas a la plaga. Del grupo de alcoholes se presentaron seis
compuestos diferentes con proporciones de 19,15% y 41%. La proporciéon de alcoholes
aumento en las hojas expuestas en todos los cultivares. El area total identificada entre

todos los cultivares varid desde un 98,29% hasta un 99,35%.

Cuadro 4.6: Principales grupos quimicos del perfil de volatiles presentes en hojas
no expuestas y expuestas a carpocapsa, de cuatro cultivares de C. oblonga en la
etapa de fruto en crecimiento. Determinado por HS-SPME y GC/MS. La
abundancia corresponde a la suma de todos los compuestos segin su grupo
quimico.

Champion  INTA 37 INTA 117 INTA 147

Grupos Ne° de

quimicos compuestos NE E NE E NE E NE E
Monoterpenos 11 61,37 57,61 73,42 64,11 66,40 45,09 54,07 51,10
Alcoholes 26,21 28,42 19,15 23,99 24,24 41,00 35,23 37,15

6
Aldehidos 7 2,50 3,17 2,21 2,60 3,06 633 3,82 5,62
Hidrocarburos 4 0,04 0,05 098 3,59 1,73 1,72 2,01 1,62
Aromaticos 2 0,66 0,72 040 1,08 1,10 1,23 091 0,95
Cetonas 1 0,10 0,10 0,15 0,12 0,11 0,13 0,11 0,12
4 0,36 0,28 0,76 039 0,38 0,33 0,23 0,39
1 810 894 1,19 3,02 1,66 2,59 289 198
1 0,01 0,01 0,03 0,01 0,01 0,01 - 0,01
%Area total identificada 99,35 99,29 98,29 98,90 98,70 98,44 99,27 98,93

NE: Hojas no expuestas. E: Expuestas. Se considerd traza a compuestos con una abundancia
relativa menor al 0,05%.

Esteres
Tioles

Sesquiterpenos

El analisis de componentes principales en base a la relacion entre los grupos quimicos
y frutos sanos e infestados explico el 79% de la variabilidad total (Figura 4.5). En el
primer componente del analisis, los monoterpenos y alcoholes son mayoritarios en frutos
sanos e infestados del cultivar INTA 37. En correlacién opuesta, los norisoprenoides
fueron mayoritarios en los frutos sanos e infestados del cultivar INTA 147. En el segundo
componente, los compuestos aromaticos fueron mayoritarios en frutos infestados del
cultivar Champion. Los frutos infestados del cultivar INTA 117 e INTA 147 son mas

similares entre si en relacion con sus grupos quimicos. Los frutos sanos del cultivar INTA
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37 e INTA 147 son los mas disimiles entre si, teniendo en cuenta la composicion por

grupo quimico.

6.00-
Ch Infestado Aromatico

3.004 Hidrocarburos Aldehidos
— Esteres /D
S [-37 Infestado .. Alcoholes
[}
oo [-117 Sano
o 0,004
= I-147 Sano & / Monoterpenos @ 1-37 Sano
£ 1: [-117 Infestado
T3 [-147 Infestado o " Sesquiterpenos

Norisoprenoides
—?I':UU' Ch Sano
_6=DD- T T T T 1
-6.00 -3.00 0,00 3.00 6,00

CP 1(51.0%)
Fruto Sano & vs. Infestado®  —C— Grupos quimicos

Figura 4.5. Analisis de Componentes Principales de los grupos quimicos de volatiles presentes en frutos
sanos e infestados de cuatro cultivares de C. oblonga en maduracion. En verde se representa lo sano, en
rojo lo infestado y en amarillo los grupos quimicos. El analisis se realizo con el software Infostat (V.
2020p).

El analisis de componentes principales en base a la relacion entre los grupos quimicos
y hojas no expuestas y expuestas explico el 80% de la variabilidad total (Figura 4.6). En
el primer componente del analisis, los monoterpenos, ésteres y sesquiterpenos fueron
mayoritarios en las hojas no expuestas del cultivar INTA 37. Los alcoholes fueron
mayoritarios en hojas expuestas de los cultivares INTA 117 e INTA 147. En el segundo
componente, los tioles fueron mayoritarios en las hojas no expuestas y expuestas, del
cultivar Champion. Hay mayor similitud de composicion quimica en las hojas no
expuestas y expuestas del cultivar Champion. Hubo una menor similitud de grupos
quimicos entre las hojas no expuestas del cultivar INTA 37 y las hojas expuestas del

cultivar INTA 117.
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Figura 4.6. Analisis de Componentes Principales de los grupos quimicos de volatiles presentes en hojas
no expuestas y expuestas de cuatro cultivares de C. oblonga en maduracion. En verde se representa lo
no expuesto, en rojo lo expuesto y en amarillo los grupos quimicos. El andlisis se realiz6 con el software
Infostat (V. 2020p).

Analisis del perfil de voldtiles por cultivares

Los frutos sanos e infestados de todos los cultivares, presentaron perfiles similares con
una cantidad de veintinueve a treinta y dos volatiles diferentes (Cuadro 4.7). En las hojas
no expuestas y expuestas de todos los cultivares, el perfil se presentd con una cantidad de
treinta a treinta y cinco volatiles diferentes (Cuadro 4.8). El grupo de kairomonas tuvo
una mayor proporcion en frutos sanos de los cultivares Champion e INTA 37 y mayor en
los frutos infestados de los cultivares INTA 117 e INTA 147. El (E,E)-a-Farneseno, solo
aument6 en frutos infestados del cultivar INTA 147. El cultivar Champion present6 la
mayor proporcion de este compuesto en frutos sanos, con un 24,97%. Respecto al

Limoneno, la proporcion aumento en frutos infestados de los cultivares INTA 117 e INTA
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147 (Cuadro 4.7). En el cultivar INTA 117, las hojas expuestas presentaron una

predominancia del (Z)-3-Hexenol con un 34,95% (Cuadro 4.8).

Analisis del perfil de volatiles del membrillo expuesto a carpocapsa

Con el fin de analizar el cambio en el perfil de volatiles del cultivo del membrillo
expuesto a carpocapsa, se usé como réplica la abundancia relativa cuantificada en cada

cultivar.

Para analizar cambios en el perfil de frutos sanos e infestados, se logré una
identificacion de treinta y seis compuestos volatiles diferentes entre todos los cultivares
(Cuadro 4.7). El (E,E)-a-Farneseno se presentd sin cambios significativos, en mayor
proporcion en frutos sanos de todos los cultivares. Respecto al Limoneno tampoco tuvo
un cambio significativo entre perfiles de frutos sanos e infestados. De los compuestos con
actividad electroantenografica para hembras, se presentaron el (Z)-3-Hexenol,
Benzaldehido, Acetato de Hexilo, (E)-B-Ocimeno, Decanal y Germacreno, pero sin
cambios significativos entre frutos sanos e infestados. Solamente el (E)-B-Ocimeno fue
significativamente mayor en frutos infestados (Prueba de Friedman T2= 1E+30, p

<0,0001) (Figura 4.7).

En el perfil de hojas no expuestas y expuestas se logrd una identificacion de treinta y
siete compuestos volatiles entre todos los cultivares (Cuadro 4.8). Del grupo de aldehidos
el Hexanal se expresé significativamente en mayor proporcion en las hojas expuestas
(Prueba de Friedman T2= 1E+30, p <0,0001) (Figura 4.7). En cambio, el (E,Z)-2,6-
Nonadienal disminuy6 significativamente en las hojas expuestas (Prueba de Friedman
T2= 1E+30, p <0,0001) (Figura 4.7). Del grupo de kairomonas, el Limoneno tuvo un
cambio consistente en todos los cultivares, disminuyendo significativamente la

proporcion en las hojas expuestas (Prueba de Friedman T2= 1E+30, p <0,0001) (Figura



141

4.7). En las hojas no expuestas del cultivar INTA 37 se presenté en mayor proporcion con
un 70,63%. Se presentaron compuestos con actividad electroantenografica como el (Z)-
3-Hexenol, Benzaldehido, 6-Metil-5-Hepten-2-ona, B-Mirceno y Decanal. De estos
compuestos solo el (Z)-3-Hexenol aument6 significativamente en hojas expuestas de

todos los cultivares (Prueba de Friedman T2= 1E+30, p <0,0001) (Figura 4.7).

75
B
1
A
564 I
=
_5“ 364 B
E 1?_
A B A B B a
B i | O o

(E)-B-Ocimeno Limoneno (Z)-3-Hexenol Hexanal (E_7)-2.6-Nonadienal

|:| Frutos Sanos |:| Hojas No Expuestas
. Frutos Infestados |:| Hojas Expuestas

Figura 4.7. Abundancia relativa porcentual de (E)-f-Ocimeno en frutos sanos e infestados y de
Limoneno, (Z)-3-Hexenol, Hexanal y (E,Z)-2,6-Nonadienal en hojas no expuestas y expuestas. Se uso
como réplica la abundancia relativa cuantificada en cada cultivar, en etapa de maduracion. Cada barra
negra representa el error estandar de la media. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente
significativas (P<0,05; analisis de varianza de Friedman).



142

Cuadro 4.7: Principales compuestos del perfil de volatiles presentes en frutos sanos e infestados por carpocapsa, de cuatro cultivares de C. oblonga en
la etapa de fruto en maduracion. Determinado por HS-SPME y GC/MS en una muestra compuesta de ocho plantas por cultivar. La abundancia de cada
compuesto se encuentra en proporcion relativa al total. nd: compuesto no detectado. Se considero traza a compuestos con una abundancia relativa menor

al 0,05%.
Tiempode ; .. Cultivares
Compuesto Retencion llll:e:l(:;ec’qe Champion INTA 37 INTA 117 INTA 147
(min) on Sano Infestado Sano Infestado Sano Infestado Sano Infestado
1 Etanotiol TI 1,79 530 nd nd nd 17,07 0,52 nd 0,47 nd
2 Hexano HC 1,94 601 17,20 26,87 1424 21,45 27,99 18,75 23,66 20,73
3 2-metil-2-butenal AH 3,09 742 0,08 2,14 0,14 0,03 1,50 0,57 1,01 0,77
4 Tolueno AR 3,65 756 nd 0,94 0,53 0,52 0,91 0,37 0,73 0,50
5 hexanal AH 4,31 795 2,91 8,78 12,51 5,68 5,65 5,50 3,71 4,63
6 Ester etilico del acido 2-metil butanoico ES 5,86 837 2,49 14,74 1,00 3,67 4,57 7,32 4,59 4,83
7 (Z)-3-Hexenol (EAGH) AL 6,19 846 nd nd 2,73 nd nd nd nd nd
8 1-Hexanol AL 6,69 859 1,28 3,23 6,51 2,79 1,84 3,05 1,84 2,66
9 Acetato de metilbutilo ES 7,10 869 nd nd nd nd nd nd 1,09 nd
10 Tiglato de etilo ES 10,47 921 0,25 1,53 0,29 0,34 0,70 0,56 0,43 0,66
11 Canfeno MT 11,06 943 0,22 0,75 0,64 0,34 0,38 0,39 0,27 0,45
12 Benzaldehido (EAG+) AH 11,95 942 nd nd nd 0,10 nd 0,32 nd nd
13 Hexanoato de etilo ES 15,14 978 2,46 8,53 3,58 2,94 9,71 12,09 11,42 11,25
14 Acetato de Hexilo (EAG+) ES 16,51 991 0,18 0,19 0,17 0,25 0,17 0,29 0,18 0,12
15 Limoneno (K/EAG+) MT 17,50 1005 8,89 8,32 27,84 21,84 7,88 14,61 3,81 7,26
16 (E)-B-Ocimeno (EAG+) MT 19,40 1034 0,10 0,29 0,09 0,09 0,07 0,19 0,08 0,17
17 Heptanoato de etilo ES 25,19 1092 0,45 1,52 0,42 0,43 0,84 1,24 1,13 1,58
18 B-Citronelal MT 29,62 1133 0,29 0,48 0,27 0,52 0,21 0,24 0,20 0,28
19 (Z)-2-nonenol AL 32,34 1174 3,92 491 2,87 5,72 2,90 2,98 2,38 3,79
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20 (E)-1-(metoximetoxi)-2-octeno HC 32,76 1175 0,22 0,22 0,16 0,20 0,25 0,29 0,58 0,36
21 (Z)-4-octenoato de etilo ES 33,85 1190 0,25 0,18 0,10 0,15 0,19 0,18 0,34 0,26
22 Octanoato de etilo ES 34,34 1196 1,61 1,35 0,89 0,74 2,26 1,75 2,05 2,33
23 Decanal (EAG+) AH 34,76 1200 0,07 0,12 0,06 nd 0,05 0,06 0,06 0,09
24 Teaspirano Z o E N 38,06 1291 9,16 0,99 0,20 0,32 11,90 1098 18,35 15,97
25 Teaspirano Z o E N 38,69 1307 4,99 1,01 0,34 0,47 8,54 9,55 1540 12,37
g6 [Dsterisobutilicodel dcido 22, d-trimetil-3- — po 3995 4331 059 020 0,45 012 011 010 021 034

) isopropilcarboxipentanoico
g7 Bsterdelcido2,2-dimetil-1-2-hidroxi-1- = po 4039 368 020 020 022 019 020 016 035 057
metiletil)propil 2-metil-propanoico

28 (Z)-3-Tetradeceno HC 41,02 1391 0,19 0,10 0,12 0,19 0,16 0,08 0,09 0,25

29 Dodecanal AH 41,46 1402 0,25 0,07 0,07 0,11 0,08 0,08 0,05 nd
30 Dihidro-B-ionona SQ 42,01 1428 0,02 nd nd nd 0,16 0,17 0,15 0,20
31 D-Germacreno (EAGH) SQ 43,24 1482 nd nd nd nd nd nd 0,25 0,29
32 2-(2-etilhexil)-tiofeno AR 43,35 1489 1,06 0,71 0,44 0,93 0,52 0,53 0,26 0,35
33 (E,E)-a-Farneseno (K/EAG+) SQ 43,67 1503 24,97 2,16 17,89 5,17 4,57 2,25 0,32 1,24

34 3,7,11-trimetil-1-dodecanol AL 45,09 1565 0,23 nd 0,04 0,08 nd nd nd nd
35 Ester ciclohexilmetil isobutilico del 4cido ES 47,52 1691 1.17 106 0.36 0.99 0.51 0,53 0.68 0.81

sulfuroso

36 2,6-dimetil-heptadecano HC 48,49 1760 0,41 0,08 nd nd nd nd nd nd
Area relativa total 86,12 91,75 94,86 93,45 95,34 95,17 96,13 95,11

Champion INTA 37 INTA 117 INTA 147

Sano Infestado Sano Infestado Sano Infestado Sano Infestado
Frecuencia de Kairomonas (K) 2 2 2 2 2 2 2 2
Proporcion de Kairomonas 33,86 10,48 45,73 27,01 12,46 16,86 4,13 8,50
Frecuencia de compuestos EAG+ 5 5 6 5 5 6 6 6
Proporcion de compuestos EAG+ 34,20 11,08 46,05 27,35 12,75 17,40 4.45 8,88

Grupos quimicos, TI: Tiol, HC: Hidrocarburos; AR: Aromatico; AC: Acido organico; AL: Alcoholes: ES: Esteres; AH: Aldehidos; MT: Monoterpenos; N: Norisoprenoide; CT:
Cetona, SQ: Sesquiterpenos. Se marcaron en negrita, los compuestos considerados principales en abundancia relativa, presentes en casi todas las muestras. K: compuestos con
actividad de Kairomona y EAG+: compuestos con actividad electroantenografica en hembras de carpocapsa.
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Cuadro 4.8: Principales compuestos del perfil de volatiles presentes en hojas no expuestas y expuestas a carpocapsa, de cuatro cultivares de C. oblonga
en la etapa de fruto en maduracion. Determinado por HS-SPME y GC/MS en una muestra compuesta de ocho plantas por cultivar. La abundancia de
cada compuesto se encuentra en proporcion relativa al total. nd: compuesto no detectado. Se considerd traza a compuestos con una abundancia relativa
menor al 0,05%.

Tiempo Cultivares
de Indice de Champion INTA 37 INTA 117 INTA 147
Compuesto Retencion Retencion

(min) NE E NE E NE E NE E
1 Etanotiol TI 1,80 530 8,10 8,94 1,19 3,02 1,66 2,59 2,89 1,98
2 Hexano HC 1,94 601 nd nd 0,79 3,49 1,65 1,61 1,93 1,55
3 1-Penten-3-ol AL 2,47 679 nd nd 0,29 1,27 1,06 1,72 1,34 1,44
4 (E)-2-pentenal AH 3,41 747 0,15 0,16 0,05 0,12 0,05 0,27 0,29 0,27
5 Tolueno AR 3,65 756 0,60 0,66 0,27 0,99 1,04 1,14 0,86 0,89
6 Hexanal AH 4,31 795 1,63 2,15 0,47 1,15 0,56 2,63 1,43 2,73

7 2-Hexin-1-ol AL 5,81 836 nd nd nd nd nd 0,18 nd nd
8 (Z)-3-Hexen-1-o0l (EAG+) AL 6,19 846 21,24 24,22 13,40 16,44 7,18 34,95 30,33 32,62
9 Ciclohexanol AL 6,66 857 1,93 2,01 nd nd nd 2,44 1,53 1,74
10 1-Hexanol AL 6,69 859 2,86 2,00 5,02 5,98 15,76 1,34 1,84 1,10
11 (E,E)-2,4-Hexadienal AH 8,75 904 0,23 0,31 0,48 0,34 0,19 0,72 0,66 0,70

12 a-Tujeno MT 9,61 915 0,02 nd nd 0,04 0,09 nd 0,03 nd
13 a-Pineno MT 10,05 919 0,30 0,35 0,34 0,42 0,36 0,46 0,42 0,45
14 Canfeno MT 11,06 943 0,19 0,22 0,24 0,29 0,27 0,35 0,28 0,33
15 Benzaldehido (EAG+) AH 11,93 942 0,16 0,10 0,27 0,33 0,21 1,65 0,79 1,22
16 Sabineno MT 12,79 950 0,06 0,08 0,09 0,09 0,10 0,12 0,12 0,13
17 6-Metil-5-Hepten-2-ona (EAG+) CT 13,93 963 0,10 0,10 0,15 0,12 0,11 0,13 0,11 0,12
18 p-Mirceno (EAG+) MT 14,32 969 1,47 1,51 1,91 1,84 1,58 1,30 1,47 1,49
19 Hexanoato de etilo ES 15,14 978 0,28 0,18 0,11 0,14 0,16 0,13 0,09 0,15
20 4-etil-2-hexinal AH 16,42 992 0,15 0,35 0,12 0,23 0,14 0,26 0,26 0,31

21 p-Cimeno MT 17,18 1002 0,03 0,02 0,03 0,07 0,09 0,06 0,05 0,04
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22 Limoneno (K/EAG+) MT 17,50 1005 59,17 55,32 70,63 61,19 63,71 42,62 51,56 48,54
23 (E)-p-Ocimeno (EAG+) MT 19,40 1034 0,05 0,03 0,03 0,03 0,04 0,03 0,03 0,02
24 a-Felandreno MT 20,52 1040 0,03 0,03 0,04 0,05 0,06 0,05 0,04 0,03
25 0-Cimeno MT 23,29 1050 0,03 0,03 0,07 0,06 0,07 0,06 0,06 0,05
26 (E,Z)-2,6-nonadienal AH 26,89 1111 0,17 0,10 0,79 0,40 1,90 0,72 037 0,35
27 B-Citronelal MT 29,62 1133 0,02 0,02 0,03 0,02 0,04 0,04 002 0,02
28 (Z)-2-nonen-1-ol AL 32,34 1174 0,18 0,19 0,43 0,30 0,24 0,37 020 0,26
29 (E)-1-(metoximetoxi)-2-octeno HC 32,76 1175 0,01 0,01 0,03 0,02 0,03 0,03 0,02 0,01
30 Decanal (EAG+) AH 34,76 1200 0,01 nd 0,03 0,03 0,01 0,07 0,02 0,03
3y Esterisobutilico del dcido 2.2 4-trimetil-3- b 590, 3y nd nd 011 003 nd nd nd nd
isopropilcarboxipentanoico
32 (E)-7-Tetradeceno HC 39,99 1359 0,03 0,04 0,10 0,06 0,06 0,09 0,05 0,05
33 Acidopropanoico, 2metil-, 22-dimetil-1-— po 44 39 1368 0,02 003 025 009 006 005 004 0,11
(2-hidroxi-1-metiletil) propil éster
34 Tetradecano HC 41,30 1399 nd nd 0,06 0,02 nd nd 0,01 nd
35 2-(2-etilhexil)-tiofeno AR 43,35 1489 0,06 0,06 0,13 0,09 0,06 0,09 005 0,06
36 (E, E)-a- Farneseno SQ 43,67 1503 0,01 0,01 0,03 0,01 0,01 0,01 0,00 0,01
37 Ester ciclohexilmetil isobutilico del acido ES 47,52 1691 0.06 0.07 0.29 0.13 0.16 0.14 010  0.13
sulfuroso
Area relativa total 99,35 99,29 98,29 9890 98,70 98,44 99,28 98,93
Champion INTA 37 INTA 117 INTA 147
NE E NE E NE E NE E
Frecuencia de Kairomonas (K) 1 1 1 1 1 1 1 1
Proporcion de Kairomonas 59,17 55,32 70,63 61,19 63,71 42,62 51,56 48,54
Frecuencia de compuestos EAG+ 7 6 7 7 7 7 7 7
Proporcion de compuestos EAG+ 82,19 81,29 86,42 7998 72,85 80,76 8430 84,02

Grupos quimicos, TI: Tiol, HC: Hidrocarburos; AR: Aromatico; AC: Acido organico; AL: Alcoholes: ES: Esteres; AH: Aldehidos; MT: Monoterpenos; N: Norisoprenoide; CT: Cetona, SQ:
Sesquiterpenos. Se marcaron en negrita, los compuestos considerados principales en abundancia relativa, presentes en casi todas las muestras. K: compuestos con actividad de Kairomona y
EAG+: compuestos con actividad electroantenografica en hembras de carpocapsa. Hojas no expuestas: NE y expuestas E.
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4.3.2. Oviposicion frente a frutos sanos e infestados

Respecto al nimero de huevos puestos por las hembras de carpocapsa, se observo que
fue significativamente mayor en los frutos infestados (Prueba de Friedman, T? = 55, P<

0,0001) (Figura 4.8).
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Figura 4.8. Nimero medio huevos sobre frutos sanos e infestados por carpocapsa en el cultivar
Champion. N= 12 repeticiones. El numero de huevos por estado del fruto difiere significativamente
(T?=55,P<0,0001, con la prueba no paramétrica de Friedman). Cada barra negra representa el error
estandar de la media. Letras diferentes sobre barras indican diferencia significativa (p< 0,05). El
analisis se realiz6 mediante el software Infostat (V. 2020p).

4.3.3. Eleccion de larvas neonatas entre frutos sanos e infestados

De un total de 45 larvas un total de 5 y 8 larvas fueron las que eligieron frutos sanos e
infestados, respectivamente, pero sin diferencias significativas. En cambio, hubo un
comportamiento significativamente mayor del merodeo por la fruta infestada en
comparacion del merodeo por la fruta sana (prueba Chi Cuadrado G*= 6,06; p=0,0138)

(Cuadro 4.9).
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Cuadro 4.9: Comportamiento de merodeo de las larvas neonatas entre los frutos
sanos e infestados.

Comportamientos Total G2 gl p
Merodeo Fruto Sano 5 23,81%
Merodeo Fruto Infestado 16 73,19%

Distintos comportamientos por combinacion de un N= 45 larvas. Chi cuadrado MV-G2.

6,06 1 0,0138

El tiempo que tardaron en realizar la eleccion por un fruto sano frente a uno infestado,
no arrojo diferencias significativas (prueba de Wilcoxon: W= 30,5; p= 0,5455) (Cuadro
4.10). En este ensayo las larvas tardaron en promedio unos 473,57 segundos en elegir

definitivamente un estado de fruto.

Cuadro 4.10: Tiempo de eleccion de las larvas neonatas entre frutos sanos e
infestados.

Eleccion n Tiempo (seg.) w D
Fruto sano 5 485,75
’ 30,5 0,5455
Fruto infestado 8 461,4

Tiempo total 600 seg. W: Prueba de Wilcoxon

Entre los comportamientos registrados en el ensayo de eleccidon existen diferencias
significativas entre frutos sanos e infestados (prueba de Chi cuadrado G*= 15,06; p=
0,0018) (Cuadro 4.11). La eleccion por frutos sanos e infestados fue menor, con un valor
del 29% en comparacion con la frecuencia de larvas que tuvieron un comportamiento de

merodeo sin eleccion definitiva (47%).

Cuadro 4.11: Frecuencia de larvas neonatas que realizaron los distintos

comportamientos

Comportamientos Total G2 gl P
Fruto sano o infestado 13 29%

Merodeo hacia fruto sano o infestado 21 47% 1506 30,0018
Centro 4 9%

Merodeo 7 15%

Distintos comportamientos por combinacion de un N= 45 larvas. Chi cuadrado MV-G2.
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4.4. Discusion

Los insectos al alimentarse de las plantas pueden inducir por herbivoria cambios en la
proporcion y composicion de los volatiles (Dicke & A van Loon 2000, Dudareva et al.
2013, Bruce 2015). En etapa de crecimiento hubo un aumento del (E,E)-a-Farneseno en
frutos de membrillo debido a la infestacion de carpocapsa. Las proporciones de
Limoneno, Nonanal y Octanal fueron menores en las hojas expuestas. En maduracién el
(E)-B-Ocimeno se presentd en mayor proporcion en los frutos infestados. ElI Limoneno y
(E,Z)-2,6-Nonadienal disminuyeron en las hojas expuestas. El (Z)-3-Hexenol y Hexanal
tuvieron una mayor proporcioén en las hojas expuestas a la plaga. Lopez et al. (2022),
también encontraron un aumento del (E,E)-a-Farneseno en frutos de membrillo infestados
por carpocapsa. El incremento del (E,E)-a-Farneseno en respuesta a la infestacion de la
carpocapsa ha sido corroborado en diversos estudios. Buttery et al. (2000) observaron
este fendbmeno en nogales, mientras que Landolt et al. (2000) y Hern & Dorn (2002) lo
confirmaron en manzanos. Por otro lado, Giacomuzzi et al. (2016), encontraron un
aumento del (Z)-3-Hexenol en hojas de manzano expuestas a herbivoria por Pandemis
heparana, otra plaga de la familia Tortricidae. En este trabajo también se observo el
aumento del (E)-B-Ocimeno frente a la herbivoria en hojas. Hern & Dorn (2002), también
demostraron una emision significativa del (E)-B-Ocimeno en manzanas infestadas por
carpocapsa. Los resultados concuerdan parcialmente con lo hallado en nogal por Buttery
et al. (2000). En particular, se observo un incremento en la concentracion de Hexanal,
mientras que la de Nonanal experimentd una disminucion frente a la exposicion a la plaga.
Ademas, se registrd un aumento en los niveles de Limoneno en presencia de dafio por
carpocapsa. El aumento inducido por infestacion del (E,E)-a-Farneseno no se observo en
los frutos de membrillo en maduraciéon. Hern & Dorn (2002) no pudieron encontrar

diferencias inducidas del (E,E)-a-Farneseno por infestacion de carpocapsa.
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Las diferencias halladas entre los diferentes trabajos pueden deberse a las
metodologias empleadas para la extraccion y analisis de volatiles (Landolt et al. 2000,
Hern & Dorn 2002, Khoubnasabjafari & Jouyban 2011). También bajo el anélisis de
hospederos de carpocapsa, se tratan especies y cultivares diferentes. Por otro lado, existe
una demora entre que ocurre el dafio por herbivoria y la liberacion de volatiles, ya que la
induccién y biosintesis de estos metabolitos secundarios requiere tiempo y energia para
la planta (Dudareva et al. 2006, 2013). También puede deberse a que la emision puede
variar en proporcion segun el tiempo transcurrido entre la infestacion y el analisis de
volatiles. Hern & Dorn (2001, 2002) encontraron que la emision del (E,E)-a-Farneseno,
aumentaba en proporcidn a los pocos dias de la infestacion de carpocapsa, coincidiendo
con el primer estadio de las larvas neonatas. Hay una relacion clara entre la emision del
(E,E)-a-Farneseno inducida por infestacion de carpocapsa que se diferencia de cualquier
otro tipo de dafio, ya sea artificial o mecanico (Landolt et al. 2000, Hern & Dorn 2002).

Se destaca que los cambios de emision de volatiles en hojas de membrillo no fueron
causados por el dafio directo de herbivoria, sino por la infestacion del fruto. Ademas, la
emision de volatiles inducida no se restringe unicamente al lugar del dafo, sino que
también puede manifestarse de manera sistémica en otras partes de la planta (Dicke & A
van Loon 2000).

El (E,E)-a-Farneseno es la kairomona mas importante de carpocapsa, y el aumento
inducido por infestacion, ha quedado demostrado en este trabajo. Estos resultados retinen
evidencias en favor de la Hipotesis: “El perfil de volatiles en los frutos infestados por
carpocapsa es distinto en comparacion con los frutos sanos”.

El comportamiento de oviposicion y eleccion de larvas neonatas, solo se registrd en
frutos del cultivar Champion en etapa de maduracion. Respecto al comportamiento de

oviposicion, las hembras de carpocapsa prefirieron colocar mas huevos en los frutos
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infestados. Si tenemos en cuenta el comportamiento de las larvas neonatas, estas eligieron
los frutos infestados y merodearon cerca de ellos. De alguna manera las larvas que
merodearon los frutos infestados se quedaron quietas sin proseguir, en un
comportamiento de “arresto”. El cultivar Champion presentd la menor proporcioén de
kairomonas y compuestos electroantenograficos en los frutos infestados. Sin embargo,
los frutos infestados registraron la mayor oviposicion y eleccion de larvas neonatas, lo
que indicaria la presencia de volatiles en dosis atrayentes y no repelentes. Ante
proporciones similares del Limoneno y baja presencia del (E,E)-a-Farneseno, puede que
los frutos infestados hayan sido atrayentes por el (E)-f-Ocimeno y Decanal. También es
posible que una mezcla entre todos estos compuestos haya generado tal preferencia en la
oviposicion y eleccion de larvas por los frutos infestados. En este caso se corrobora la
atraccion de hembras de carpocapsa por emisiones volatiles inducidas por la infestacion
de la misma especie (Hern & Dorn 2002, Reed & Landolt 2002, Giacomuzzi et al. 2016,
El-Sayed et al. 2016). Landolt et al. (2000), encontraron que las larvas neonatas se sentian
mas atraidas por las manzanas infestadas. Witzgall et al. (2012) en un ensayo de
caracteristicas experimentales similares al de esta tesis, obtuvieron una mayor
oviposicion de hembras de carpocapsa en frutos de manzano infestados por larvas de la
misma especie. Puede que en este trabajo el (E,E)-a-Farneseno haya sido emitido en dosis
atrayentes y que a la vez haya estimulado la oviposicion en los frutos infestados de
membrillo. Hern & Dorn (1999), demostraron mediante olfatometria que las hembras se
sentian atraidas por bajas dosis y repelidas por altas dosis del (E,E)-a-Farneseno.
Probablemente no solo hay estimulacion de oviposicion por emisiones atrayentes del
(E,E)-a-Farneseno de manera individual. Witzgall et al. (2012), encontraron un aumento
en la oviposicion de carpocapsa, relacionado a volatiles adicionales de levaduras del

género Metschnikowia, un microorganismo asociado simbidticamente. Esta relacion entre
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carpocapsa y Metschnikowia no es reciente. La levadura forma parte de la dieta de las
larvas, coexiste en las galerias de la fruta y promueve la supervivencia de las larvas al
reducir la incidencia de infestaciones (Pelliccia et al. 2011). Se desconoce si existe la
presencia y relacion simbidtica del género Metschnikowia o microorganismos similares
en la interaccion membrillo-carpocapsa. Ante lo expuesto, se reunieron evidencias en
favor de las Hipdtesis: “Los frutos infestados por carpocapsa son mas atractivos para la
oviposicion” y “Los frutos infestados por carpocapsa resultan mds atractivos para la
eleccion de larvas neonatas”.

La eleccion por fruta infestada presenta un panorama poco exitoso para carpocapsa al
enfrentarse a la competencia de un individuo de su misma especie. Se ha planteado que
los frutos sanos al emitir bajas proporciones de (E,E)-a-Farneseno quizas puedan ser
detectados por las larvas neonatas o hembras de carpocapsa, en cortas distancias.
Contrariamente, los frutos infestados serian atractivos a largas distancias (Dicke & A van
Loon 2000, Landolt et al. 2000). Una proporcién del (E,E)-a-Farneseno inducida por
infestacion, quizas solo estimule la oviposicion de carpocapsa, en contra de indicar que
el fruto se encuentra ocupado. La emision de volatiles de frutos infestados deberia estar
indicando la calidad alimenticia para el éxito en el desarrollo de la progenie de
carpocapsa. Por ello, seguramente otros estimulos volatiles y no volatiles se encuentran
en juego (Lombarkia & Derridj 2008, Derridj et al. 2012, Wearing 2016). Por otro lado,
la emision de volatiles inducidos por infestacion no solo afecta a carpocapsa, sino que
participan en interacciones multitroficas atrayendo a insectos depredadores (Hern & Dorn

2002, Hare 2011, Dudareva et al. 2013, Bruce 2015).
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4.5. Conclusion

En este capitulo se demuestra que la infestacion de carpocapsa generd cambios en el
perfil de volétiles del membrillo, especialmente la induccion del (E,E)-a-Farneseno, su
kairomona principal. Las hembras y larvas de carpocapsa fueron atraidas por los frutos
infestados de membrillo, corroborando el comportamiento estudiado en manzano. El
hallazgo de volatiles inducidos por infestacion contribuye al comportamiento de

busqueda de hospederos en carpocapsa.
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5.1. Discusion General

El presente trabajo aborda la interaccion de carpocapsa como plaga de un hospedero
poco estudiado, mediada por los compuestos volatiles del membrillo. Para ello se
plantearon una serie de objetivos para determinar el perfil de compuestos volatiles de
cultivares de membrillo en etapas fenologicas y evaluar el comportamiento de individuos

de carpocapsa frente a ellos.

Se observo que el perfil de volatiles del membrillo fue cambiando a medida que
avanzaba el desarrollo fenologico. En floracion, predominaron los ésteres y
sesquiterpenos. En etapa de frutos en poscuaje a fruto inmaduro, predominaron los ésteres
y se registraron menos compuestos volatiles en comparacion con la etapa de floracion.
En etapa de crecimiento predominaron los alcoholes y se identifico la mayor diversidad
de compuestos volatiles, en comparacion con la etapa de floracidon, poscuaje y
maduracion. En maduracion predominaron los monoterpenos y se identifico una cantidad
menor de volatiles en comparacion con la etapa de crecimiento del membrillo.
Generalmente, en manzanos la evolucion en el perfil de volatiles cambia durante el
desarrollo. Al principio esta representado por aldehidos que se reducen a alcoholes, que
luego se esterifican y finalmente predominan los ésteres (Mattheis et al. 1991, Espino-
Diaz et al. 2016). Se observo una progresion natural de monoterpenos y sesquiterpenos a
medida que avanzaba el desarrollo fenologico del membrillo, ya que ambos grupos se
encuentran conectados biosintéticamente entre si (Dudareva et al. 2013, Muhlemann et
al. 2014). La emisién de compuestos volatiles puede tener variaciones temporales
dependiendo del estado general, el crecimiento y de las etapas fenologicas del arbol frutal
(Rapparini et al. 2001, Yang et al. 2021, Li et al. 2021). La emision de volatiles también

puede variar segln los ritmos circadianos (Dudareva & Pichersky 2000, Raguso 2008).
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Se ha encontrado una emision diferente entre el dia y el anochecer de algunos compuestos
volatiles en frutales de pepita y nogal (Casado et al. 2006, 2008). Por este motivo, en este
trabajo se propuso que el muestreo en todas las etapas fenoldgicas y cultivares se realizara

en el mismo horario. Este se realizo entre las 17:00 y 18:00 horas.

El perfil de volatiles no solo cambid entre etapas fenologicas, sino también en
composicion y proporcion en los 6rganos analizados, flores, hojas y frutos. Esto también
se reflejo en una oferta de kairomonas y compuestos electroantenograficos distinta entre
etapas fenologicas. Se observo el comportamiento de oviposicion y eleccion de larvas,
siguiendo como la biologia de carpocapsa se desarrolla en generaciones en el campo. El
numero de huevos y de larvas que eligieron algun cultivar, aument6é desde poscuaje a
frutos inmaduros. En estas etapas el perfil de volatiles del membrillo se caracterizé con
ocho compuestos de actividad electroantenografica (segun literatura) y solo el Limoneno
como kairomona (Landolt & Guédot 2008). La kairomona principal de carpocapsa, el
(E,E)-a-Farneseno, no estuvo presente en estas etapas. En etapa de crecimiento se
identificaron dos kairomonas, el Limoneno y el (E,E)-a-Farneseno y trece compuestos
con actividad electroantenografica. El nimero de huevos puestos y de larvas que eligieron
alglin cultivar fue mayor en comparacion con las etapas anteriores. Al finalizar el ciclo
del cultivo, en maduracion, el nimero de huevos y de larvas que eligieron algun cultivar,
disminuy6 en comparacion con la etapa de crecimiento. En esta etapa el perfil de volatiles
poseia solo dos kairomonas, el Limoneno y (E,E)-a-Farneseno y ocho compuestos con

actividad electroantenografica.

La oferta de kairomonas y posiblemente los compuestos electroantenograficos fueron
las sefiales que determinaron que la respuesta de oviposicion de las hembras de
carpocapsa sea diferente entre cultivares y las etapas fenologicas del membrillo. Una alta

proporcion de kairomonas y compuestos electroantenograficos indicé que el cultivar
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INTA 147 y Champion sean los mas elegidos. En estos cultivares se mantuvo una mayor
oviposicion en todas las etapas. La predisposicion del membrillo a ser atacado por
carpocapsa fue diferente entre cultivares y determinada por la oferta de kairomonas y
compuestos electroantenograficos. En electroantenografia, cuando un compuesto tiene
respuesta antenal, no significa que serd atractivo (Casado et al. 2006, Knight et al. 2018).
Las sefiales emitidas por el membrillo, en una mezcla compuesta o en un bouquet
especifico, son percibidas por la hembra que es la que debe elegir el sitio para oviposicion

(Pifiero & Dorn 2009, Tasin et al. 2011, Lu et al. 2014).

El sitio preferido para la oviposicion de las hembras resultd ser en las hojas,
predominando un mayor numero de huevos en la cara adaxial, eleccion que se mantuvo
en todas las etapas fenologicas. En crecimiento, se observaron pocas oviposiciones en las
ramas del membrillo. Solo en maduracion se registrd una proporcion menor en los frutos
en zonas sin pubescencia. Este comportamiento coincide con la preferencia de las
hembras de oviponer sobre superficies lisas, evitando las pubescentes (Marti Marti 2000,
Al Bitar et al. 2010, Wearing 2016). Este hallazgo resulta util para el monitoreo durante

el ciclo fenologico en el membrillo.

Las larvas neonatas no siguieron las mismas preferencias marcadas por las hembras
fecundadas. Las larvas neonatas no tuvieron una respuesta de eleccion diferente entre
cultivares, en la mayoria de las etapas fenoldgicas. Esto puede deberse a la emision
competitiva de volatiles entre los cultivares. En poscuaje, el comportamiento de arresto
fue mayor en comparacioén con otras etapas. En cierta medida ademas de atraccion, la
presencia o aplicacion de kairomonas en otras proporciones puede generar un arresto de
las larvas neonatas. En ese estado de arresto se extiende el tiempo de exposicion a
condiciones desfavorables, aumentando la mortalidad de larvas y a la vez disminuyendo

el riesgo de infestacion (Knight & Light 2001, Hughes et al. 2003, Light & Beck 2012,
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Davis et al. 2013). Solo en etapa de frutos inmaduros la eleccion fue diferente, prefiriendo
el cultivar INTA 147. La falta de preferencia de las larvas neonatas por diferentes
cultivares u hospederos puede ser una estrategia de supervivencia. Segin Piskorski et al.
(2010), las larvas pueden sintetizar sus propios carbohidratos, independientemente del
hospedero del que se alimenten. Por lo tanto, la eleccion del hospedero entre los cultivares

de membrillo se limita a las preferencias de las hembras de carpocapsa.

La respuesta de oviposicion de hembras fecundadas y eleccion de larvas neonatas de
carpocapsa fue aumentando desde poscuaje hasta el crecimiento para después disminuir
en etapa de maduracion. En etapa de crecimiento coincidio la mayor respuesta de
oviposicion y la eleccion por parte de las larvas neonatas, con un perfil de volatiles mas
diversificado y con mayor cantidad de compuestos electroantenograficos. Este
comportamiento responderia a una posible sincronizacion de la plaga, frente al bouquet

de volatiles de la oferta fenologica.

Luego se observé que el perfil de volatiles de frutos de membrillos se alterd con la
infestacion de carpocapsa. Se evidencia particularmente con el aumento inducido de su
principal kairomona, el (E,E)-a-Farneseno y el (E)-B-Ocimeno. La emision inducida por
herbivoria se ha demostrado en nogal (Buttery et al. 2000), en manzano (Landolt et al.
2000, Hern & Dorn 2002) y recientemente en membrillo (Lopez et al. 2022). Frente a este
cambio, los frutos de membrillo infestados por carpocapsa, fueron mas atractivos para la
oviposicion de hembras y eleccion de larvas de la misma especie (Landolt et al. 2000,

Hern & Dorn 2002, Reed & Landolt 2002, Witzgall et al. 2012).

La respuesta de oviposicion de hembras y eleccion de larvas neonatas de carpocapsa,
fue determinada por el bouguet de kairomonas y compuestos electroantenogréficos.

Ademads, se destaca que el Limoneno seria un compuesto con un rol de kairomona
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importante en el cultivo del membrillo, ya que en este trabajo estuvo presente en todos
los 6rganos y etapas fenoldgicas analizadas. Vallat & Dorn (2005) demostraron mediante
olfatometria la atraccion de hembras fecundadas por el Limoneno. Ademads, se ha
demostrado que afiadiendo Limoneno a la Codlemona aument6 la proporcion de machos

en localizar la fuente de feromona en tinel de vuelo (Schmera & Guerin 2012).

5.2. Investigaciones futuras

» Seria interesante realizar analisis de actividad electroantenografica de hembras de
carpocapsa, frente al perfil de volatiles del membrillo. Siguiendo la actividad de los
adultos para llamado, copula y oviposicion, se recomienda que las muestras vegetales
se extraigan en horarios crepusculares. Segin lo hallado en este trabajo, se podrian
realizar en las etapas de poscuaje y crecimiento, en donde hubo menor y mayor respuesta
de la plaga, respectivamente. También investigar en profundidad qué volatiles o mezclas
de lo encontrado en etapa de poscuaje, pueden generar arresto en larvas como uso
estratégico en control. Se deberian enfocar los analisis electroantenograficos en el
cultivar INTA 147, ya que fue el mas preferido por hembras de carpocapsa.

» Probar en ensayos de campo en cultivos de membrillo y laboratorio al Limoneno
como kairomona de atraccion, ya sea en trampeo de machos y hembras como en
oviposicion y atraccion de larvas neonatas.

» Tomando en cuenta el desarrollo de la larva, antes de entrar en diapausa, seria
interesante identificar si hay estimulos volatiles en corteza de los hospederos que las

guien a sitios de refugio.
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5.3. Conclusiones

Los resultados expuestos en este trabajo reunen evidencias en favor de las hipotesis
planteadas. El perfil de compuestos volatiles fue cambiando en proporcion y diversidad
durante la fenologia del membrillo. Se plantea que preferencias por los cultivares INTA
147 y Champion, podrian estar indicando una posible susceptibilidad a la infestacion por
carpocapsa. De esto surge una alternativa interesante, al identificar en el membrillo
posibles volatiles con actividad electroantenografica o kairomonas, que tengan aplicacion
sobre otros hospederos. La predominancia de oviposicion en hojas sugiere que este
organo deberia ser de mayor interés de observacion, al momento del monitoreo de la plaga
en el cultivo de membrillo. El comportamiento de oviposicion y el de eleccion de larvas
neonatas indican que carpocapsa podria estar sincronizada con el ciclo y la disponibilidad
del cultivo de membrillo. Seria interesante investigar en profundidad qué volatiles o
mezclas de lo encontrado en etapa de poscuaje, pueden generar arresto en larvas como
uso estratégico en control. La infestacion de carpocapsa generd cambios en el perfil de
volatiles del membrillo, especialmente la induccion del (E,E)-a-Farneseno, su kairomona
principal. Las hembras y larvas de carpocapsa fueron atraidas por los frutos infestados de
membrillo, corroborando el comportamiento estudiado en manzano. Los hallazgos de este
trabajo sobre la identificacion del perfil de volatiles del membrillo, oviposicion de
hembras y eleccion de larvas neonatas, contribuyen al conocimiento sobre el
comportamiento de localizacion de hospederos de carpocapsa. Estos resultados pueden
ayudar al desarrollo de semioquimicos amigables con el medioambiente para el
monitoreo y control de carpocapsa. Este trabajo representa el primer aporte cientifico de
la evaluacion de compuestos volatiles en membrillo en distintas etapas fenoldgicas y su

interaccion con Cydia pomonella.
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