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Resumen

Las plantas producen una gran cantidad de metabolitos secundarios (fitoquímicos)
que varían en el tiempo y el espacio, entre órganos dentro de la misma planta, entre
individuos dentro de las poblaciones, entre poblaciones y entre especies. Se ha propuesto
que la diversidad de fitoquímicos y su variación son consecuencia de la coevolución entre
las plantas y sus consumidores (patógenos y herbívoros). Sin embargo, también se
mantiene vigente la hipótesis no adaptacionista, llamada hipótesis del barrido, la cual
sostiene que la diversidad fitoquímica surge por mutaciones al azar y se mantiene porque
incrementa la posibilidad de que nuevos metabolitos activos surjan por mutaciones; y por
lo tanto muchos de los metabolitos secundarios no tienen función alguna en las
interacciones con los consumidores de las plantas y sólo unos pocos intervienen en la
defensa vegetal (de allí que la podamos catalogar como una hipótesis de barrena única).

En el presente estudio se plantea qué si la variación fitoquímica es un rasgo defensivo aún
en un contexto de variación genética y fitoquímica reducidas, esperamos que ocurran
correlaciones entre la variación de compuestos o sus combinaciones con la presencia-
ausencia de sus herbívoros y/o con la preferencia y desempeño. Seleccionamos al cultivo
de aguacate Persea americana cv. Hass, el cual es propagado clonalmente por esquejes,
y a una de sus principales plagas, el barrenador de las ramas Copturus aguacatae (insecto
especialista), como modelo de estudio, ya que previamente se había reportado una
correlación entre la variación fitoquímica de los compuestos volátiles foliares y la
incidencia de barrenador. Se realizó una revisión de literatura conducente a analizar las
diferentes hipótesis que tratan de explicar el efecto de la variación fitoquímica sobre los
insectos herbívoros con diferente amplitud de dieta (generalistas o especialistas). Dicha
revisión muestra que la escalada de defensas y contradefensas que ocurre como
consecuencia de la coevolución no es el origen de la especialización de los insectos y que
el resultado de una carrera armamentista coevolutiva considerando la interacciones
tritróficas y las limitaciones neurales de los insectos conduce hacia un incremento en la
diversidad de metabolitos secundarios y en su diversidad funcional.

En el presente estudio se analizó la composición de compuestos volátiles y semivolátiles
de las ramas del árbol de aguacate Hass por cromatografía de gases y espectrometría de
masas (en adelante GC-MS), ya que este insecto afecta este órgano en particular.
Comparando los perfiles cromatográficos de árboles vecinos infestados y no infestados
por el barrenador a lo largo de dos años identificamos compuestos que varían con el
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tiempo (variación estacional), con el grosor de las ramas (variación ontogénica) y
compuestos relacionados con la respuesta inducida por la infestación. Mostramos que
más de una docena de terpenoides incrementan en concentración como respuesta a la
presencia de las larvas del barrenador, en concordancia con la hipótesis adaptacionista.

Posteriormente, en un segundo experimento evaluamos la preferencia de alimentación y
desempeño de las larvas del barrenador tanto en el aguacate Hass como en el aguacate
criollo, dos hospederos de C. aguacate con composición química diferente. Obtuvimos los
perfiles cromatográficos por GC-MS y a través de un análisis estadístico identificamos
cuales compuestos están relacionados con un efecto en la preferencia o el desempeño.
De acuerdo a la hipótesis de barrido o barrera única esperábamos que uno o pocos
compuestos estuvieran relacionados con el pobre desempeño de las larvas y con la menor
preferencia por parte de los insectos adultos. En contraste, de acuerdo a la hipótesis
multibarrera esperamos encontrar combinaciones de compuestos relacionados con la
preferencia (tanto atrayentes como disuasorios) y con el desempeño (tanto estimulantes
como antialimentarios). Los resultados son consistentes con la hipótesis multibarrera y
con la hipótesis de limitaciones neurales, la cual establece que los insectos especializados
eligen al hospedero de mayor calidad nutrimental utilizando los fitoquímicos como
indicadores. La mayor preferencia y desempeño se observó en la variedad criolla (el
hospedero nativo), encontramos compuestos que posiblemente participan en la
atracción de insectos adultos (estragol), otros que estimulan la alimentación, y otros
antialimentarios.

Finalmente, se realizaron algunos experimentos con insectos adultos, explorando su
respuesta a los fitoquímicos del aguacate. Se reportan un sesquiterpeno con posible
efecto estimulante de oviposición, otros compuestos relacionados con la preferencia de
alimentación (terpenos y azúcares) así como compuestos posiblemente disuasorios
(fenoles). De esta forma se mostró que hay una gran cantidad de compuestos de
diferentes clases químicas en el aguacate que están relacionados con un efecto positivo
o negativo en la preferencia o desempeño de una de sus principales plagas en armonía
con la hipótesis coevolutiva y con la barrera múltiple.
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Abstract

Plants produce a large number of secondary compounds (phytochemicals) that variates
in space and time, among organs within the same plant, between individuals within
populations, between populations and between species. Has been proposed that
phytochemical diversity and variation is a consequence of coevolution between plants
and their consumers (pathogens and herbivores). However, nowadays the non-
adaptationist hypothesis named screening hypothesis stays current, which sustain that
phytochemical diversity arises from random mutations and is maintained because
increase the possibility that new bioactive metabolites arise by mutations; and thus many
secondary compounds do not have a function on interactions between plants and their
consumers and only a few ones participate on plant defense (this hypothesis consider
defense as a single barrier).

In the present study is established that if phytochemical variation is a defensive trait in
constrained genetic and phytochemical context then should be detectable correlations
between phytochemical variation, compounds combinations, and pest
presence/absence, preference and performance. We select Hass avocado, Persea
americana cv. Hass which is mainly propagated by grafting, and one of their main plagues,
the avocado branch borer Copturus aguacatae, as a study model, since previously has
been reported a correlation between foliar volatile phytochemical variation and avocado
branch borer infestation. A state of art review was achieved to analyze the different
hypothesis that attempts to explain the phytochemical variation effect on herbivorous
insects with different diet breadth (generalist or specialist). Such review showed that the
defense-counterdefense arms race that occurs as a consequence of coevolution is not the
origin of insects' diet breadth, and the output of a coevolutionary arms race considering
tri-trophic interactions and insect neural constraints drive an increase of phytochemical
diversity and its functional diversity.

In the present study, the composition of volatile and semivolatile branch compounds was
analyzed by gas chromatography and mass spectrometry (GC-MS), due to this insect
affect this particular organ. It would expect that branch phytochemical variation will be
more important and with biological meaning than leaves phytochemicals. Comparing
chromatographic profiles between infested non-infested neighbors’ avocado trees by the
branch borer, along two years, we identified compounds that variates with the time
(seasonal variation), branch diameter (ontogenetic variation) and compounds related
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with an induced response. We showed that a set of sixteen terpenoids were related to
induced response in agreement with the coevolutive hypothesis (adaptationist
hypothesis).

A previous study was reported that Hass avocado trees from Michoacan could be
classified according to its leaf volatile profile on chemotypes common and rare. Between
rare chemotypes, there are trees resembling creole avocado chemical composition
because have a high amount of estragole, and this compound was positively correlated
with C. aguacatae incidence. With this background was proposed, in a second experiment
(in greenhouse), to compare avocado branch borer preference and performance on two
hosts with a different profile of volatile compounds, Hass and Creole avocado. Later,
through multivariate analysis was determined which compounds (or combinations) are
related to preference or performance.

Later, in a second experimental study, we tested the feeding preference and larvae
performance of C. aguacatae both Hass and Creole avocado, two C. aguacatae host with
different phytochemical composition. According to th single barrier hypothesis we
expected that one or few compounds was related to poor larvae performance and feeding
preference. In contrast, according to multibarrier hypothesis we expected found
compound combinations related to preference (attractants and stimulants) and with
performance (stimulants and antifeedants). The results are consistent with multibarrier
hypothesis and with neural constraints hypothesis, which establishes that specialized
insects choose the host with high nutritional quality using phytochemicals as clues. The
higher preference and performance were recorded on the creole variety (the original
host), and the effect was more accentuated on preference, more compounds were
related to attraction and nutritional quality. Regarding the multibarrier hypothesis, we
found compounds that probably participate in insect attraction, others as feeding
stimulants, and antifeedants.

Finally, some experiments with adult insects were developed exploring their response to
avocado phytochemicals. One sesquiterpene is reported as putative oviposition
stimulant, other components related to feeding preference (terpenes and sugars), as well
as dissuasory compounds (phenols). In that way was showed that there is a high variety
of compounds from different chemical nature in avocados that are related to a positive
or negative effect from one of their main plague in harmony with the phytochemical
coevolutive hypothesis and multibarrier hypothesis.
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Introducción

Las plantas producen una enorme diversidad de metabolitos secundarios (MS) o
fitoquímicos, por ejemplo, una hoja de Arabidopsis thaliana contiene cerca de dos mil
metabolitos secundarios diferentes (Roepenack-Lahaye et al., 2004). A diferencia de los
metabolitos primarios, los MS son dispensables para las funciones básicas de crecimiento
y reproducción, pero tienen funciones específicas en la respuesta vegetal a estrés abiótico
y biótico. Particularmente, en las interacciones con otros organismos los MS vegetales
están implicados en la defensa o resistencia contra herbívoros, patógenos y en la
competencia con otras plantas; así como en la atracción o mantenimiento de
polinizadores, dispersores y mutualistas (Hartmann, 2007).

Otra característica importante de los MS vegetales es que varían (cualitativa y
cuantitativamente) en el espacio y el tiempo. Por ejemplo, hay una clara diferenciación
química entre los diversos tejidos de un individuo y que cambian de acuerdo con la edad
de la planta (ontogenia). Además, existe variación entre individuos dentro de una
población, y entre poblaciones. Algunos metabolitos se expresan de manera constitutiva
mientras que otros se expresan en respuesta a diferentes tipos estrés (respuesta
inducida) (Yolanda M. García-Rodríguez et al., 2012; Moore et al., 2014). De tal forma que
las plantas y sus poblaciones se comportan como mosaicos químicos que cambian con el
paso del tiempo y varían en el espacio (Nyman, 2010).

Aunque es ampliamente aceptado que la principal función de los MS vegetales es la
defensa contra herbívoros y patógenos (Hartmann, 2007), el efecto de la diversidad y la
variación fitoquímica sobre los insectos herbívoros apenas comienza a estudiarse y
entenderse (Raguso et al., 2015).

El estudio de los MS implicados en las interacciones entre plantas e insectos herbívoros
resulta relevante debido a que a nivel mundial las pérdidas en productos agrícolas (pre- y
post-cosecha) debidas a insectos pueden llegar hasta un 70% (Manosathiyadevan et al.,
2017). En este sentido, la Ecología química es la disciplina científica encargada de estudiar
el papel de los metabolitos secundarios como portadores de información en las
interacciones que se establecen entre organismos. El conocimiento generado por esta
disciplina puede ser útil para el diseño de estrategias de control de insectos. Por ejemplo,
en el desarrollo de trampas para insectos plaga utilizando MS atrayentes o mediante la
selección de variedades vegetales con algún tipo de resistencia a la plaga.
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Con respecto a la diversidad fitoquímica, hay dos teorías contrastantes que tratan de
explicar la diversidad y redundancia en actividad biológica de los MS. La primera propone
que muchos de los MS producidos por las plantas no tienen una función pero se
mantienen porque son la materia prima para que por mutación surjan otros compuestos
con mejorada actividad biológica, y la redundancia se debe a que una misma enzima
produce varios compuestos estructuralmente relacionados y con similar actividad
biológica (Firn & Jones, 2003; Jones & Firn, 1991a). Es decir que sólo unos pocos MS son
adaptativos y que las interacciones sinérgicas entre compuestos son raras. Por otra parte,
la hipótesis adaptacionista explica que la diversidad de MS se debe a una carrera
armamentista entre las plantas y sus consumidores (herbívoros y patógenos) donde la
presencia de un grupo de compuestos químicamente relacionados y con actividad
biológica similar es resultado de una escalada de defensas y contradefensas (Cornell &
Hawkins, 2003). Es decir, que la mayoría de los compuestos son o han sido adaptativos.
Además, las interacciones positivas y sinérgicas entre compuestos de diferente naturaleza
química son comunes y producto de la carrera armamentista (Richards et al., 2016). De
tal forma que la amplia diversidad fitoquímica es consecuencia tanto de las interacciones
que establecen las plantas con sus múltiples consumidores como de la optimización de la
actividad biológica a través de mezclas de compuestos.

Por otra parte, la variación fitoquímica puede afectar las interacciones entre plantas e
insectos herbívoros en múltiples formas. Porque los insectos usan a los MS vegetales
como señales para reconocer y evaluar a los mejores hospederos. Una planta posee
compuestos que pueden ser atrayentes o repelentes para un insecto, estimuladores de la
alimentación y la oviposición, además de toxinas y compuestos antidigestivos. Pero los
compuestos que son efectivos para defenderse contra un insecto pueden ser benéficos
para otro. Un caso bien documentado es el de los alcaloides pirrolizidínicos producidos
por plantas del género Senecio. En estas plantas los alcaloides funcionan como una
defensa contra insectos generalistas y como estimulantes de la oviposición para insectos
especialistas (Macel, 2011). Desde el punto de vista de los insectos, las plantas son un
recurso heterogéneo que varía en composición química de un tejido a otro y de una planta
a otra, de manera que la variación fitoquímica puede funcionar por sí misma como un
rasgo defensivo (Nyman, 2010) y los insectos deben elegir un hospedero y un tejido con
la combinación adecuada de MS que tenga menor efecto perjudicial en su desempeño y
adecuación.
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En este trabajo utilizamos como modelo de las interacciones planta-insecto al aguacatero
Hass, Persea americana cv. Hass y al barrenador de las ramas del aguacatero, Copturus
aguacate Kissinger. El aguacate Hass es un híbrido que se reproduce principalmente por
clonación (mediante injerto) lo que ha llevado a una gran uniformidad genética en las
huertas y una reducida variación fitoquímica. Sin embargo, es posible encontrar
diferentes fenotipos químicos de terpenoides y fenilpropanoides (variación química
discreta) en las huertas de Michoacán (Espinosa-García et al., 2001; Yolanda Magdalena
García-Rodríguez et al., 2016). Por otra parte, el barrenador de las ramas es un insecto
especialista nativo de México, que hasta el momento sólo se han reportado afectando las
diferentes variedades de la raza mexicana o criolla de aguacate (Persea americana var.
drymifolia) y las variedades cultivadas Hass y Fuerte (Lozano-Gutiérrez et al., 2015;
Salazar-garcía & Bolio-garcía, 1992).

Debido a que el aguacate Hass es propagado principalmente por injertos, los árboles en
las huertas son genéticamente cercanos al nivel de clones y por lo tanto las fuentes que
producen variación fitoquímica son menores, y surge la interrogante de si la variación
fitoquímica intraclonal es suficiente para afectar la preferencia o desempeño de un
insecto especialista, ya que se considera que estos son poco afectados por la variación
fitoquímica de su hospedero (Rothwell & Holeski, 2019), porque poseen mecanismos
efectivos para evadir o anular la defensa química. Sin embargo, los estudios realizados
han sido contradictorios, en algunos casos la variación química intraespecífica tiene un
efecto en la preferencia o el desempeño pero otras veces no (Á. E. Bravo-Monzón et al.,
2016; Bustos-Segura et al., 2015; Cheng et al., 2013; Kuzina et al., 2009; Wheeler, 2006).
No obstante, para asegurar que los MS están bajo selección y son adaptativos, en una
misma planta debemos encontrar compuestos (o combinaciones) que varían y afectan
tanto la preferencia como el desempeño de insectos especialistas (Cheng et al., 2013), en
armonía con la hipótesis multibarrera. Por el contrario, de acuerdo a la hipótesis de
barrera única, unos pocos compuestos estarán relacionados con la resistencia, y la
variación fitoquímica intraclonal no tendrá efecto negativo en la preferencia o
desempeño del insecto especialista.

Para entender las causas de la variación y diversidad fitoquímica y sus posibles efectos
sobre los insectos herbívoros con diferente amplitud de dieta (generalistas y
especialistas) se realizó una revisión de literatura. En ella se contrastan las diversas
hipótesis que relacionan la presencia de fitoquímicos y su efecto perjudicial o benéfico
para los insectos generalistas y especialistas.
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Posteriormente, en el segundo capítulo investigamos la relación de la variación
fitoquímica entre clones de aguacate con la presencia del barrenador de las ramas en
busca de evidencia correlativa sobre si parte de la variación fitoquímica prevaleciente
entre clones es suficiente para observar un efecto defensivo (constitutivo o inducido)
contra la infestación del insecto o bien como se trata de un insecto especialista identificar
los compuestos que le permiten seleccionar a su hospedero. En el tercer capítulo
investigamos el efecto de dos variedades de aguacate, agregando un orden mayor de
variación fitoquímica, en la preferencia y desempeño del barrenador de las ramas, para
determinar si hay una relación entre la variación fitoquímica y el efecto en la selección
del hospedero y su desempeño. Como el aguacate criollo es el hospedero nativo del
barrenador, este tendrá un mejor desempeño porque está adaptado a sus fitoquímicos
de acuerdo a la hipótesis coevolutiva. La comparación entre los perfiles químicos de
ambos hospederos permitirá postular si muchos o pocos compuestos tienen un papel
defensivo o un papel informativo para la selección del hospedero. En el cuarto capítulo,
se resumen algunos bioensayos realizados para probar el efecto de fitoquímicos como las
butanólidas, terpenoides y fenoles del aguacate en la preferencia en los insectos adultos.

Con este estudio buscamos contribuir al entendimiento de la diversidad y variación
fitoquímica y su función como rasgo defensivo, además de contribuir al descubrimiento
de los compuestos que median la interacción entre el barrenador de las ramas y su
hospedero el aguacate y que pueden ser de utilidad para generar estrategias para el
control de este insecto plaga.
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Capítulo 1
Efecto de la variación fitoquímica en la amplitud de dieta de los insectos

herbívoros

Este capítulo fue publicado como:

Meléndez-González, C. & Espinosa-García, F. J. (2016). Efectos de la Variación Fitoquímica
en la Amplitud de Dieta de los Insectos Herbívoros. En: A. L. Anaya, F. J. Espinosa-García,
& M. J. Reigosa Roger (Eds.), Ecología Química y Alelopatía: Avances y Perspectivas (pp.
337-425). México: Instituto de Ecología, Universidad Nacional Autónoma de México-Plaza
y Valdés (en prensa).
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Capítulo 2
Los perfiles metabólicos de Persea americana cv Hass revelan cambios
estacionales asociados al barrenador de las ramas, Copturus aguacatae

Este capítulo fue publicado como:
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americana cv. Hass branch volatiles reveal seasonal chemical changes associated to the
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Apéndice A. Información suplementaria
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Appendix A. Supplementary information
Table A1. Volatile constituents detected in mature Hass avocado leaves from bored and
non-bored trees. Concentration relative to internal standard in mg*g-1 of dry weight.

Mature leavesa

Infested trees Non-infested trees

RT (min) RI Compound mean ± SD
mg*g-1 dw

mean ± SD
mg*g-1 dw

3.30 942 α-Pinene 0.0245 ± 0.0111 0.0230 ± 0.0123
3.43 959 Camphene 0.0021 ± 0.0038 0.0024 ± 0.0043
3.55 976 Benzaldehyde 0.0030 ± 0.0048 0.0048 ± 0.0074
3.59 981 β-Phellandrene 0.0067 ± 0.0048 0.0058 ± 0.0054
3.64 988 β-Pinene 0.0197 ± 0.0098 0.0195 ± 0.0110
3.68 993 β-Myrcene 0.0215 ± 0.0290 0.0198 ± 0.0260
3.80 1009 3-Hexenyl acetate 0.0225 ± 0.0242 0.0223 ± 0.0202
3.83 1013 α-Phellandrene 0.0072 ± 0.0073 0.0070 ± 0.0074
3.98 1033 o-Cymeno 0.0002 ± 0.0009 0.0005 ± 0.0023
4.01 1037 Limoneno 0.0022 ± 0.0049 0.0019 ± 0.0034
4.03 1039 β-(E)-Ocimene 0.0062 ± 0.0084 0.0055 ± 0.0077
4.05 1042 Eucalyptol 0.0009 ± 0.0021 0.0004 ± 0.0016
4.73 1152 2-Phenylethanol 0.0007 ± 0.0018 0.0005 ± 0.0016
5.05 1176 Benzyl acetate 0.0030 ± 0.0066 0.0024 ± 0.0046
5.30 1210 Methyl salicylate 0.0034 ± 0.0070 0.0024 ± 0.0041
5.31 1211 Estragol 0.0022 ± 0.0166 0.0006 ± 0.0023
6.38 1364 α-Cubebene 0.0100 ± 0.0099 0.0148 ± 0.0238
6.57 1392 Ylangene 0.0034 ± 0.0061 0.0053 ± 0.0079
6.67 1407 β-Cubebene 0.0131 ± 0.0097 0.0169 ± 0.0230
6.91 1445 β-Caryophyllene 0.0930 ± 0.0533 0.0884 ± 0.0704
7.14 1482 α-Humulene 0.0151 ± 0.0131 0.0146 ± 0.0133
7.25 1500 Unkown sesquiterpene 0.0017 ± 0.0109 0.0001 ± 0.0011
7.30 1508 Germacrene D 0.0599 ± 0.0623 0.0682 ± 0.0889
7.35 1516 α-Farnesene 0.0055 ± 0.0070 0.0049 ± 0.0058
7.40 1525 γ-Elemene 0.0255 ± 0.0781 0.0251 ± 0.0403
7.66 1567 Dihydroactiniolide 0.0057 ± 0.0069 0.0063 ± 0.0065
7.90 1606 Germacren-D-4-ol 0.0099 ± 0.0100 0.0089 ± 0.0105
7.97 1618 Caryophyllene oxide 0.0231 ± 0.0267 0.0196 ± 0.0170
11.33 2192 Avocadofuran 0.8969 ± 0.5144 0.8888 ± 0.9002
12.82 - Unknown 1.6367 ± 1.3274 1.6098 ± 1.6980
13.08 - Unknown 0.4609 ± 0.3125 0.4383 ± 0.3620
13.61 2628 Acetogenin1 3.1537 ± 2.4043 3.0532 ± 2.4400
13.90 2691 Acetogenin2 0.9056 ± 0.5477 0.8639 ± 0.5505
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A1. Acetogenins, butanolides and avocadofuran tentative identification

Putative acetogenins identities were assigned according to presence of ions m/z
320 and 302 and the abundant peaks m/z 81, 95, all shared with persin mass
fragmentation pattern (Oelrichs et al., 1995). Silylation of a pooled sample where
acetogenin peaks 1 (RT=13.61) and 2 (RT=13.90) were majoritarian, showed a peak with
molecular ion of 482 [M+2TMS] corresponding to a weight 338 for acetogenin 1
(C21H38O3); and another peak with molecular ion 452 [M+TMS] corresponding to a weight
380 for acetogenin 2 (C23H40O4). Mass fragmentation patterns of their silylated derivatives
suggest 1,2-Dihydroxy-heneicosa-dien-4-one for acetogenin 1 (Figure A1a), and their
mono-acetylated analogue for acetogenin 2. Mass spectrum of acetogenin 2 and its
molecular weight were consistent with persin structure (Figure A1b) (Oelrichs et al.,
1995). Thus, the position and configuration of double bonds were depicted as persin
(12Z,15Z); that assumption requires further confirmation. Avocadofuran (2-
Heptadecadienyl-furan) was tentatively identified according to mass fragmentation
pattern analysis (Rodriguez-Saona et al., 1998). Again, double bonds positions and
configuration were depicted as 8Z and 11Z because 2-(8Z,11Z-Heptadecadienyl)furan is
produced by rearrangement of persin (Rodriguez-Saona, C., Millar, J.G., Trumble, 1998)
(Figure A1c).

Butanolides 1 and 3 were putatively identified according to the presence of abundant ions
m/z 70, 126, 140 and M-43 characteristic of 4-Hydroxy-5-methylene-3-alkylidene-2(3H)-
furanones and 4-Hydroxy-5-methyl-3-alkylidene-2(3H)-furanones present in many
butanolides isolated from species of Lauraceae (Kim et al., 2013; Seki et al., 1995; Zaki et
al., 1980). Once again, silylation of a pooled sample where putative butanolides were
majoritarian showed a molecular ion 352 [M+TMS] corresponding a molecular weight
(MW) 280 (C17H28O3) for butanolide 1 (consistent with litsealiicolide or isolitsealiicolide C;
Figure S1d); while butanolide 3 showed a molecular ion 380 [M+TMS] corresponding to
MW 308 (C19H32O3) consistent with obtusilactone A or isoobtusilactone A (Figure A1f).
Isoobtusilactone A has been isolated as majoritarian compound from Persea borbonia and
other Persea species (Zaki et al., 1980) and from Persea americana (Le Dang et al., 2010),
thus the configuration of double bond in alkylidene lateral chain was depicted as E
configuration for butanolides 1-3, but that assumption requires further confirmation.
Butanolide 2 did no show reaction with BSTFA and exhibited a molecular ion 290
(C19H30O2), 18 mass units less than butanolide 3. Probably butanolide 2 is the product of
dehydration of butanolide 3 (Figure A1e). Our first attempts to isolate and purify
butanolides 1-3 by column and preparative thin layer chromatography failed because
they were unstable (Niwa et al., 1975), but further work will allow isolate and characterize
unambiguously those compounds.
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Figure A1a-f. Mass spectra and proposed fragmentation patterns for acetogenins and butanolides
tentatively identified in branch hexanic extracts from Persea americana cv. Hass. The proposed
structures are depicted with double bond position and configuration as in the most probable
compounds.

Figure A1a. Mass spectrum and fragmentation pattern of acetogenin 1 (1,2-Dihydroxy-heneicosa-dien-4-one)-2TMS
(trimethylsilylated) compatible with ((Z12,Z15)-1,2-Dihydroxy-heneicosa-12,15-dien-4-one)-2TMS .

Figure A1b. Mass spectrum and fragmentation pattern of acetogenin 2 (1-Acetyl-2-dihydroxy-heneicosa-dien-4-one)-TMS
compatible with ((Z12,Z15)-1-Acetyl-2-dihydroxy-heneicosa-12,15-dien-4-one)-TMS or Persin-TMS.
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Figure A1c. Mass spectrum and fragmentation pattern of avocadofuran (Heptadecadienyl furan) compatible with 2-((8Z,11Z)-
Heptadecadienyl)furan.

Figure A1d. Mass spectrum and fragmentation pattern of butanolide 1 (4-Hydroxy-5-methylene-3-dodecylidene-2(3H)-furanone
compatible with Litsealiicolide C or Isolitsealiicolide C.
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Figure A1e. Mass spectrum and fragmentation pattern of butanolide 2 (3-(1-Tetradecenyl)-5-methylenedihydro-2(5H)-furanone)
compatible with ((E)-3-(1-Tetradecenyl)-5-methylenedihydro-2(5H)-furanone).

Figure A1f. Mass spectrum and fragmentation pattern of butanolide 3 (4-Hydroxy-5-methylene-3-tetradecylidene-2(3H)-furanone
compatible with Isoobtusilactone A or Obtusilactone A.
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Rainy season Dry season
a) Absolute concentration b) Absolute concentration

c) Relative concentration d) Relative concentration

Figure A2. Volcano plots for branch chemical profiles from Persea americana cv Hass
between bored and non-bored trees. a-b) absolute concentration. c-d) relative
concentration. Fold ratio is B/NB concentration quotient for each compound. Vertical
lines denote compounds with a fold change of 50% (above or below bored trees
concentration). Points above horizontal line are compounds with a Q-value<0.05. Q-
values are p-values from Mann-Whitney U test adjusted considering the probability to
get false positives (false discovery rate; FDR).
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Capítulo 3
Persea americana intraspecific phytochemical variation correlates with

adult feeding preference and larvae performance from the avocado
branch borer, Copturus aguacatae (Coleoptera: curculionidae).

Claudio Meléndez-González, Guillermo Delgado-Lamas, Ek del Val-de Gortari y
Francisco J. Espinosa-García

Abstract:

Plants exhibit great phytochemical diversity and variation and is widely accepted that
these characteristics are evolutionary maintained because they are under the selection
pressure of herbivorous insects, affecting host selection (preference and performance).
However, to identify what compounds are related to host selection could be challenging
and time consuming because of phytochemical variation. An alternative is to compare
chemical composition of diverse hosts, for example, when insect diet breadth expansion
occurs, because new and old hosts must share specific compounds related to host choice
and insect performance. In this study, we assessed adult feeding preference and larvae
performance from a specialized insect, the avocado branch borer Copturus aguacatae, in
two coexisting Persea americana varieties, Creole and Hass.

Adult insects preferred to feed on Creole avocado and their larva gained more weight on
the same host. A partial least square regression and multiple linear model, also showed
that host chemical composition was related with feeding preference and larvae
performance. Adult feeding preference was explained by high concentration of the
volatile compound estragole that could serve as attractants and indicators of plant
nutritional quality since fatty acids and α-tocopherol were positively correlated. Larvae
performance was positively correlated with α-humulene (indicator of host quality), and
negatively correlated with verimol I (phenylpropanoid derivative) and germacrene D
which could be feeding deterrents. Our results indicate that avocado phytochemicals play
a significant role on C. aguacatae preference acting as indicators of host quality.
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Introduction:

Phytochemical variation occurs in many levels along plant kingdom: from tissues within
individuals, among individuals within populations, and between populations or among
species. This variation has important ecological consequences for herbivorous insects
(Moore et al., 2014) because phytochemicals and their variation could affect host
preference and herbivore performance (Cornell & Hawkins, 2003; Nishida, 2014). In fact,
it is widely accepted that the best explanation for intraspecific plant differential
susceptibility to insects and pathogens is phytochemical variation (Berenbaum & Zangerl,
1996).

Indeed, plant phytochemicals are involved in insect host shifts (diet breadth
expansion)(Becerra, 1997). The new host should share compounds with original host
serving as attractants and oviposition stimulants (Murphy & Feeny, 2006) and should have
variable content of parental toxins (Cheng et al., 2011; Orians, 2000). However, the
outcome of new plant-insect interaction for insect’s performance could be different
depending on the insect diet breadth. While, generalist could have either an improved or
diminished performance, specialists would more probably have a worse performance
(Bertheau et al., 2010), in comparison with the original host.

Closely phylogenetically related hosts have more compounds in common than distant
relatives (e.g. species from the same genus have more compounds in common than
species within genera or families) (Cornell & Hawkins, 2003). In the same way, for
specialist insects, new hosts within a genus have a lesser impact on insect performance
than hosts from different genus (Bertheau et al., 2010). Thus, the magnitude of the
detrimental effect on insect performance could be linked to chemical host similarity.
However, if the new host plant is very similar to the original one, the specialist insect
could suffer no effects on preference or performance. For example, intraspecific
phytochemical variation at the level of chemotypes within populations or hybrids
sometimes has an impact on specialist insects preference or performance (Cheng et al.,
2013; Wheeler, 2006), but not always (Á. E. Bravo-Monzón et al., 2016; Bustos-Segura et
al., 2015; Kuzina et al., 2009).

Therefore, through assays of preference and performance and the comparison of host
plant chemical profiles composition (original and novel) it is possible identify which
compounds (single or combinations) are probably involved on plant defense. Indeed,
contributing to the understanding of the ecological role of phytochemical diversity and
variation on plant-herbivore insect interactions.

The Creole or Mexican avocado, Persea americana var. drymifolia is one of the three
recognized avocado breeds, and is the original host of a specialist weevil, the avocado
branch borer (ABB), Copturus aguacatae (Coleoptera: Curculionidae). To the date, there
are three known hosts of ABB: Mexican avocado and the varieties Fuerte and Hass, both
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Mexican x Guatemalan hybrids (Lozano-Gutiérrez et al., 2015; Salazar-garcía & Bolio-
garcía, 1992). Adult weevils feed in leaves and shots while larvae bore galleries within
branches (Muñiz, 1959). The highest incidence of ABB is in areas within or near to
mountain humid tropical forests and lauraceous forests (above 2000 masl) where creole
avocado was ancestrally distributed and now Hass avocado is being widely planted (Bost
et al., 2013; Luna et al., 2017), suggesting an ABB host shift from Creole to Hass avocado.

The Hass avocado is a hybrid between Guatemalan and Mexican botanical varieties, and
was introduced to Mexico in 1963 (Sánchez et al., 2001). Nowadays, Hass avocado is the
most widely cultivar in Mexico and the ABB has become one of the worst five Hass
avocado pests, and it is a potentially invasive species (Luna et al., 2017).

Avocado breeds are chemically distinguished by their foliar composition of volatile
compounds such as terpenoids and phenylpropanoids (Bergh et al., 1973; Yolanda
Magdalena García-Rodríguez et al., 2016; Niogret, Epsky, Schnell, Boza, et al., 2013).
Typically, Creole avocado leaves have a high proportion of phenylpropanoids as estragole
(sometimes up to 85%), and the monoterpenes α- and β-pinene (Bergh et al., 1973;
Yolanda Magdalena García-Rodríguez et al., 2016); while Hass avocado have high
proportions of β-caryophyllene (Yolanda Magdalena García-Rodríguez et al., 2016).
Semivolatile compounds as acetogenins and avocadofurans are different among avocado
varieties (Rodríguez-López et al., 2015) and between Creole and Hass cultivar (Yolanda
Magdalena García-Rodríguez et al., 2016). However, there are no reports about ABB
preference or performance on its original and new hosts and its relationship with host
chemistry.

In the present study we assayed ABB adult feeding preference (on a first experiment), and
larvae performance (in a second independent experiment), both in Creole (original) and
Hass (new host) avocados. Furthermore, we obtained foliar and trunk chemical profiles
by GC-MS and through multivariate analysis we explore if Creole and Hass avocados are
chemically different. Later, through partial least squares regression (PLSR) we explore
what compounds (single or its combinations) are associated to ABB preference or
performance.

According to the hybridization effects on phytochemistry and herbivore resistance
reviewed by Cheng and cols (Cheng et al., 2011), the hybrids, should express 70 % of their
parents secondary compounds on equal or low concentrations, and have 94.1 % of
probability to be equal or more susceptible to their parent’s pests. So, we expect that ABB
larvae performance (weight gain) to be equal or higher on the hybrid host (Hass avocado)
than Creole. On the other hand, ABB adult feeding preference should be equal or high on
the hybrid host.

ABB larvae performance in both hosts could also be affected by the induced response of
the tree. To differentiate the effect from constitutive and induced compounds on ABB
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larvae performance, we studied, concomitantly with experiment two, the trunk’s
chemical profile of control trees with mechanical damage. We expect that the native host
mounts a more specific induced response to ABB larvae than the new one.

Methods and materials

Vegetal material-Avocado saplings

Hass avocado saplings grafted on Creole avocado rootstock were purchased in a local
nursery at Uruapan, Michoacán. Creole avocado rootstocks were grown from seeds from
an unknown location to the nursery manager. One-year old saplings with 80-130 cm high
were grown in a local andosol soil (called “topure”) with watering and fertilization
recommended by the nurseryman. Trees were watered with 500 ml weekly and fertilized
with 10 g of NPK (10:20:10) monthly.

Avocado branch borer adults and larvae

Avocado branches (30 cm long) with bored holes were collected from an avocado orchard
from Villa Madero municipality in the Michoacan avocado belt (N 19°23'38.3”; W
101°18'00.1”) in September 22th of 2016 during the adult emergence and flight season.
Branches were put in a cardboard box lined inside with a plastic bag to avoid excessive
loss of humidity and covered with organza fabric to prevent insects escape. Emerging
insects were collected daily, sexed and separated in plastic containers with Hass avocado
leaf buds and a small moist cotton ball for insect feeding and drinking respectively.

For ABB larva collection, Hass avocado branches showing a white powdery secretion (the
characteristic damage) were collected from a commercial Hass avocado orchard at Villa
Madero municipality (N 19°22'26.9"; W 101°15'53.1") in November 17th of 2016.
Branches were put in plastics bags and carried to the laboratory. For larvae extraction,
the bark with a white secretion was carefully removed with a knife to uncover the larvae.
In that time period larvae were mainly feeding on cambium tissue. Larvae were
manipulated with a moist paintbrush and kept on a petri dish with moist filter paper.
Approximately 100 larvae were extracted and weighted on groups of ten. The mean
weight for larvae was 0.905 ± 0.033 mg.

Feeding preference experiment

Six blocks containing four trees of similar height, two from each avocado variety, were
made. Each block was covered with organza fabric bags (50x50x180 cm) and maintained
in a shadow house. Inside each block a cardboard sheet was settled horizontally to
prevent insect access to soil. For Hass avocados that panel also prevented access to the
rootstock creole trunk as is illustrated on Figure 1. On the panel center, equidistant to
avocado trunks, a petri dish with 12 adult insects, six males and six females, were
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delivered in the morning (11:00 hrs). During the first week, counts of the number the
insects on trees were made daily. By the end of two weeks some insects died due to a
couple of cold days, and the experiment was terminated without mating and oviposition
behavior observations. The surviving insects were retired, and the number of feeding
punctures recorded.

Fig. 1 Design of cages for ABB feeding experiment

Larvae performance experiment

Fifteen trees of each variety were infected each with one ABB larva. Each tree was
punched with a micropipette tip trimmed to make a hole of 3x3 mm (diameter and depth)
in branches with similar diameter. Then, one ABB larvae (0.905 mg approx.) was taken
and introduced into the hole with a moist paintbrush. Then, the hole was covered with a
piece of moist cotton that was hold in place with paraffin wax paper according to (A. E.
Bravo-Monzón & Espinosa-García, 2008). Concomitantly, five trees from each variety
were used as mechanical damage control following the same procedure but without
larvae. Four mounts later, trees were cut from the base and the trunk was carefully
dissected with a knife to get the ABB larva. Gallery length and larvae weight were
recorded.

Leaf samples

Two intact mature leaves from trees of the preference experiment were sampled two
weeks previous to the experiment. Additional leaves, young and mature, were sampled
from undamaged trees (creole of Hass) to compare chemical composition related with
leaf age.

Trunk samples

Cambium chemical profiles were obtained from the infested trunk of saplings from the
second experiment. Thus, chemical profiles contain both constitutive compounds and
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induced ones. To distinguish induced compounds we analyze in parallel chemical profiles
of trees with mechanical damage, assuming that the effect of mechanical damage was
not important, as previously shown (A. E. Bravo-Monzón & Espinosa-García, 2008).

Sample processing

The cambium tissue was removed from each branch, avoiding necrotic tissue, with a knife
and separated in two parts; leaves were cut on the middle vein. One half of each tissue
(leaf or branch) was dried at 80°C to obtain dry weight. The other half was cut in small
fragments with scissors and put in a 75 ml amber flask with 40 ml of analytical grade
hexanes and 1.0 mg of n-tetradecane as an internal standard. Samples were stored at 4°C
for a week. Then, cambium (~5 g fresh) or leaf (~2 g fresh) tissue of each tree was ground
with neutral sand and hexanes. Grinding with periodical hexanes removal and fresh
hexanes addition was repeated until the hexanes extract was clear. The collected extract
was filtered, dried over anhydrous sodium sulfate and concentrated under a N2 current
until 1.0 ml. For each tree one leaf and one branch extract were obtained from composite
samples of three leaves or branches.

GC-MS analysis

Each extract was homogenized in a vortex for 15 seconds and then 1μl was injected into
an Agilent HP68490 gas chromatograph equipped with a HP-5 capillary column (length:
30m, inner diameter: 0.25mm; 5% phenyl siloxane-95% polymethyl siloxane) coupled
with a selective mass detector (Agilent 5973N). The GC heating program and MS
conditions used were the same as in (Yolanda Magdalena García-Rodríguez et al., 2016).
Chemical identity was assigned according to the NIST 2011 library matching and Kovat’s
retention index calculation (retention times relative to C7–C30 saturated n-alkanes) and
pure compounds injection when standards were available. When reference mass spectra
or standards were unavailable, tentative identity was assigned according mass spectrum
fragmentation pattern analysis (see supplementary information).

Statistical analysis

Non-parametrical statistical analyses were preferred due to our small sample size. We
used U Mann-Whitney test for pairwise comparisons such as feeding punctures and larvae
weight gain between Creole VS Hass trunk, and young VS mature leaves.

In order to identify chemical differences between varieties we applied partial least
squares discriminant analysis (PLS-DA) to volatilome components (GC-MS metabolic
profiles) of leaves and trunks (Package mixOmics Ver. 6.3.2). Compounds with VIP-score
(variable importance in the projection calculated as a weighted sum of the squared
correlations between the PLS-DA components and the original variable) superior to 1.5
were considered with high discriminant power. Model performance was evaluated by
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cross validation using Q2, R2 and AUC as quality parameters (values >0.6 for each
parameter were considered as indicators of good models).

To identify compounds associated with induced response to ABB larvae activity, random
forest (RF) analysis was applied (Package randomForest Ver. 4.6-14). Random forest is a
robust analysis free of normality assumptions and adequate for small sample sizes
(Brückner & Heethoff, 2017).

To determine which compounds or mixtures of them were associated with preference or
performance, we applied partial least squares regression (PLSR) with leaf and trunk
compounds and number of feeding punctures, gallery length and larval weight gain,
respectively (Package PLS Ver.2.7-2). Later, a linear model was developed considering the
ten compounds with the highest loadings obtained on PLSR and the model was repeated
suppressing non-significant variables until obtain an improved model with the highest
adjusted R-squared statistically significant. All analyses were developed in R software ver.
3.2.3.

Results

Compounds identification

The detected compounds on Creole and Hass cambium extracts match with those
previously reported (Torres-Gurrola et al., 2011; García-Rodríguez et al., 2016; Meléndez-
González and Espinosa-García 2018), but Verimol I, dehydro verimol I, linoleyl methyl
ketone, linolenyl methyl ketone are reported for first time in Persea genus. Putative
identification was supported by mass spectra fragmentation pattern analysis (see
supplementary information).

Adult Feeding preference

The daily number of ABB adults observed during five consecutive days on Creole leaves,
branches or trunks was three times higher than those on Hass tissues (U(n1,2=30);144,
p<0.05); the number of insect feeding punctures was significantly higher on Creole than
on Hass avocado (U(n1,2=6);3.5, p<0.05) (Figure 1a). In addition, the distribution of
damage along sapling tissues showed a particular pattern, Creole avocados received more
feeding punctures on young leaves and trunk, while Hass avocados accounted more
damage on the trunk (Figure 1b).
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Figure 1. Number of feeding punctures on avocado saplings (Creole or Hass) produced by Copturus aguacatae adults in
a choice experiment (n=6). a) Differences between Creole and Hass avocados; b) Distribution of ABB feeding damage
along saplings. Yl: young leaves; Ml: mature leaves; P: petiole; B: branch; T: trunk. Different letters mean significant
differences on Man-Whitney U test; p<0.05.

ABB larvae performance

From the 15 trees of each variety, artificially infested with ABB larvae only 8 (43 %)
survived on Creole and 10 (66 %) on Hass. For larvae performance, there was no
difference in gallery length between creole (4.0 ± 1.5) and Hass (2.9 ± 1.4) trunks (U(n1=8,

n2=10); 25, p>0.05), but larvae weight average was marginally higher on Creole (23.1) than
Hass avocado (20.7) (U(n1=8,n2=10); 19, p<0.1). However, the heaviest larva (80 mg) was
obtained from a Hass sapling and suppression of this outlier makes the analysis significant
(U(n1=8, n2=9): 12.5; p<0.05) (Figure 2).

Figure 2. Weight gain of ABB larvae on Creole and Hass avocados after an outlier was
removed.

Hass and Creole avocados chemical composition

Leaf and trunk compounds detected on GC-MS chemical profiles match with those
previously reported (Yolanda Magdalena García-Rodríguez et al., 2016; Meléndez-
González & Espinosa-García, 2018; Torres-Gurrola et al., 2011). The retention time and
identity (when possible) are listed in Table 1.
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Thirty-four compounds showed significant differences between Creole and Hass foliar
chemical profiles (see Table 1): for example, estragole concentration was 457-fold higher
in creole leaves, while acetogenins and avocadofuran concentration (RT: 11.27) were 2-3
higher in Hass leaves. Regarding trunk chemical compounds, there were 46 compounds
showing significant differences between avocados; for example, phenylpropanoids were
undetectable on Hass, while fatty acid esters and α-tocopherol were 7 to 15-fold higher,
and also many terpenoids were 1 to 5-fold higher on Creole than Hass. But, some alkanes,
butanolides and acetogenins were 2 to 15-fold higher in Hass than Creole as is shown in
Table 1.
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Table 1. Compounds identified on leaves or trunk from Creole or Hass avocado saplings
by GC-MS.

Leaves Trunk
Creole Hass Creole Hass

Compound name RT (min) Mean ± SE Mean ± SE
p-
valu
e

Ratio
(C/H) Mean ± SE Mean ± SE p-

value

Ratio
(C/H)

Unk monoterpene 3.06 0.019 ± 0.067 --- - --- --- - -

α-pinene a 3.24 0.625 ± 1.328 0.043 ± 0.047 6.75 0.146 ± 0.216 0.190 ± 0.088 1.98

Camphene a 3.37 0.012 ± 0.029 0.008 ± 0.013 0.58 0.011 ± 0.034 0.065 ± 0.050 ** 0.46

β-phellandrene 3.53 0.001 ± 0.005 0.007 ± 0.007 ** 0.14 --- --- - -

β-pinene 3.57 0.652 ± 1.315 0.064 ± 0.094 4.26 0.132 ± 0.198 0.058 ± 0.052 * 5.32

β-myrcene a 3.62 0.044 ± 0.056 0.007 ± 0.008 * 3.01 0.019 ± 0.026 0.040 ± 0.049 1.53

Unknown 3.69 0.011 ± 0.029 0.011 ± 0.012 * 0.35 --- --- - -

α-phellandrene a 3.77 --- --- - 0.00 0.010 ± 0.034 0.253 ± 0.169 *** 0.12

p-cymene a 3.92 0.019 ± 0.061 0.006 ± 0.009 1.21 --- 0.046 ± 0.043 *** 0.00

Limonene 3.96 0.030 ± 0.070 0.034 ± 0.063 0.36 0.007 ± 0.020 0.013 ± 0.038 1.43

β-(E)-ocimene 3.97 0.028 ± 0.070 0.001 ± 0.004 . 5.45 0.034 ± 0.041 0.089 ± 0.083 1.17

Eucalyptol 3.98 0.072 ± 0.135 0.002 ± 0.004 . 18.42 --- --- - -

β-(Z)-Ocimene 4.06 0.033 ± 0.051 0.002 ± 0.005 . 10.10 0.028 ± 0.031 0.020 ± 0.030 * 4.17

Linalol 4.46 --- --- - - 0.010 ± 0.023 --- . -

Terpineol 5.25 --- --- - - --- --- - -

Estragolea 5.26 3.528 ± 3.752 0.004 ± 0.014 *** 457.18 0.921 ± 1.074 --- *** -

Unknown 5.75 0.041 ± 0.100 0.008 ± 0.008 1.81 --- --- - -

α-Cubebene a 6.33 0.023 ± 0.052 0.001 ± 0.003 * 5.22 0.008 ± 0.012 0.121 ± 0.066 *** 0.21

Ylangene 6.50 --- --- - 0.005 ± 0.013 0.101 ± 0.050 *** 0.12

α-Copaene 6.53 0.191 ± 0.325 0.009 ± 0.011 9.32 0.070 ± 0.061 0.227 ± 0.116 0.99

β-Cubebene 6.62 0.143 ± 0.292 --- *** - 0.026 ± 0.028 0.065 ± 0.052 1.13

Aldehyde 6.66 --- --- - - --- 0.023 ± 0.035 * -

Methyleugenol a 6.70 0.077 ± 0.115 0.001 ± 0.002 ** 96.34 0.077 ± 0.225 --- * -

β-caryophyllene a 6.86 1.725 ± 2.838 0.066 ± 0.045 ** 13.58 0.341 ± 0.347 0.495 ± 0.214 . 1.89

Alloaromadendrene 6.98 --- --- - - 0.003 ± 0.007 --- -

α-Humulene a 7.08 0.181 ± 0.292 0.008 ± 0.008 *** 11.13 0.035 ± 0.035 0.042 ± 0.040 * 2.40

Unknown 7.18 0.027 ± 0.069 --- * 24.22 --- --- - -

Bergamotene 7.20 --- --- - - 0.085 ± 0.081 0.025 ± 0.034 ** 11.84

Germacrene D 7.25 0.189 ± 0.247 0.037 ± 0.045 * 3.37 0.205 ± 0.160 0.538 ± 0.309 1.16

α-Farnesene 7.29 0.024 ± 0.085 0.003 ± 0.004 2.10 0.005 ± 0.012 0.105 ± 0.119 * 0.19

Tridecanal 7.30 --- --- - - 0.003 ± 0.008 0.084 ± 0.125 * 0.10

γ-elemene 7.34 0.048 ± 0.145 0.001 ± 0.003 * 37.59 0.014 ± 0.017 0.198 ± 0.121 *** 0.22

Cubedol 7.46 0.268 ± 0.476 0.005 ± 0.007 ** 27.52 0.077 ± 0.052 0.125 ± 0.068 * 1.76

E-nerodilol 7.65 0.221 ± 0.395 --- *** - 0.016 ± 0.027 --- * -
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Unknown 7.80 0.051 ± 0.167 0.003 ± 0.006 8.01 --- --- - -

Germacren-D-4-ol 7.84 0.030 ± 0.084 0.006 ± 0.008 2.14 0.003 ± 0.010 0.101 ± 0.067 *** 0.06

Spathulenol 7.86 --- --- - - --- 0.078 ± 0.070 ** 0.00

Caryophyllene oxide a 7.91 0.229 ± 0.381 0.011 ± 0.009 ** 9.54 0.140 ± 0.091 1.078 ± 0.473 *** 0.42

Dihydro verimol I 8.05 0.008 ± 0.030 --- - --- --- - -

Unknown 8.07 0.013 ± 0.026 --- * - 0.008 ± 0.011 0.046 ± 0.046 . 0.46

Unknown 8.30 0.022 ± 0.031 0.007 ± 0.009 1.61 0.000 ± 0.000 0.000 ± 0.000 - -

5-methyl-1-undecene 8.60 --- --- - 0.008 ± 0.019 0.004 ± 0.016 6.07

Verimol I 8.61 1.393 ± 4.269 0.012 ± 0.012 * 39.30 0.117 ± 0.310 --- -

Unknown 9.00 0.016 ± 0.030 0.012 ± 0.015 0.77 0.015 ± 0.022 0.141 ± 0.088 ** 0.36

Unknown 9.52 0.015 ± 0.018 0.012 ± 0.008 0.89 --- --- - -

Unknown 9.59 0.025 ± 0.032 0.026 ± 0.021 * 0.55 0.022 ± 0.017 0.021 ± 0.037 ** 4.47

Unknown 9.63 0.095 ± 0.060 0.094 ± 0.078 0.78 0.065 ± 0.041 --- *** -

Fatty acid derivative 9.73 0.011 ± 0.016 0.005 ± 0.008 1.71 --- --- - -

Methyl palmitate 9.78 0.064 ± 0.049 0.029 ± 0.022 . 1.59 0.020 ± 0.017 0.003 ± 0.013 *** 15.15

Unknown 9.94 0.013 ± 0.039 0.014 ± 0.016 * 0.45 --- --- - -

Palmitic acid 10.00 0.220 ± 0.269 0.292 ± 0.337 0.55 --- --- - -

Ethyl palmitate 10.15 0.101 ± 0.092 0.095 ± 0.058 0.71 0.033 ± 0.030 --- *** -

2-Pentadecylfuran 10.26 0.007 ± 0.016 0.029 ± 0.032 * 0.25 --- --- - -

Unknown 10.36 0.012 ± 0.015 0.011 ± 0.016 0.58 --- --- - -

Linoleyl methyl ketone 10.66 0.063 ± 0.128 0.333 ± 0.241 *** 0.16 0.013 ± 0.026 0.182 ± 0.081 *** 0.20

Unknown 10.77 --- --- - - 0.022 ± 0.020 0.063 ± 0.047 1.00

Methyl linolenate 10.81 0.031 ± 0.028 0.034 ± 0.018 * 0.57 0.027 ± 0.025 0.008 ± 0.022 ** 7.08

Phytol 10.88 0.642 ± 0.364 0.731 ± 0.397 ** 0.62 0.119 ± 0.057 0.137 ± 0.074 *** 2.86
Linolenyl methyl
ketone 10.96 0.176 ± 0.466 0.080 ± 0.047 * 0.93 --- --- - -

Linolenic acid 11.06 1.708 ± 1.654 1.991 ± 1.659 * 0.58 0.287 ± 0.367 1.350 ± 2.154 0.81

Linoleic ethyl ester 11.18 0.502 ± 0.457 0.400 ± 0.232 0.85 0.096 ± 0.091 0.021 ± 0.047 ** 13.58

Avocadofuran1 11.27 0.269 ± 0.324 0.935 ± 0.526 *** 0.24 0.049 ± 0.068 0.486 ± 0.325 ** 0.41

Unknown 11.50 0.048 ± 0.069 0.043 ± 0.033 0.92 --- --- - -

Avocadofuran2 11.68 0.083 ± 0.151 0.094 ± 0.068 ** 0.48 --- --- - -

Nonadecane a 11.89 0.075 ± 0.094 0.026 ± 0.017 3.61 0.029 ± 0.029 0.212 ± 0.114 ** 0.38

Butanolide2a 12.00 --- --- - - 0.004 ± 0.010 0.139 ± 0.068 *** 0.06

Unknown 12.05 0.038 ± 0.050 0.006 ± 0.012 * 3.39 --- --- - -

Unknown 12.09 0.042 ± 0.065 0.050 ± 0.033 * 0.62 --- --- - -

Unknown 12.14 0.009 ± 0.017 0.021 ± 0.011 ** 0.39 --- --- - -

Butanolide2b 12.18 --- --- - - 0.082 ± 0.090 1.588 ± 0.779 *** 0.16

Unknown 12.25 0.042 ± 0.045 0.025 ± 0.010 1.07 --- --- - -

Unknown 12.42 1.077 ± 1.944 0.369 ± 0.566 1.69 0.020 ± 0.030 0.047 ± 0.057 1.19

Unknown 12.43 --- --- - - 0.023 ± 0.087 0.303 ± 1.172 0.26

Unknown 12.46 0.700 ± 0.827 0.877 ± 1.689 0.73 --- --- - -
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Obtusilactone A 12.65 --- --- - - 0.005 ± 0.010 0.167 ± 0.115 *** 0.07

Unknown 12.69 0.104 ± 0.158 0.078 ± 0.047 . 0.86 --- --- - -

Acetogenin 12.76 0.360 ± 0.612 1.639 ± 0.994 *** 0.16 0.041 ± 0.047 0.576 ± 0.194 *** 0.21

Isoobtusilactone A 12.87 --- --- - - 0.042 ± 0.041 0.540 ± 0.401 *** 0.27

Pentadecane a 12.94 0.053 ± 0.087 0.195 ± 0.119 *** 0.25 0.069 ± 0.047 0.366 ± 0.135 ** 0.51

Unknown 13.02 0.395 ± 0.736 0.378 ± 0.202 ** 0.55 0.040 ± 0.033 0.052 ± 0.050 . 2.76

Unknown 13.13 0.028 ± 0.042 0.077 ± 0.053 *** 0.26 --- --- - -

Acetogenin 13.17 --- --- - - 0.017 ± 0.029 0.408 ± 0.239 *** 0.12

Acetogenin289 13.55 0.925 ± 1.458 1.790 ± 1.083 ** 0.34 0.044 ± 0.061 0.710 ± 0.615 *** 0.18

Acetogenin 13.85 0.130 ± 0.231 0.442 ± 0.254 *** 0.21 --- --- - -

Heptacosane a 13.89 0.143 ± 0.185 0.260 ± 0.159 *** 0.37 0.279 ± 0.165 2.085 ± 0.569 *** 0.39

Octacosane a 14.36 0.267 ± 0.407 0.180 ± 0.190 1.24 0.158 ± 0.079 0.346 ± 0.149 ** 1.34

Squalene 14.56 0.240 ± 0.273 0.235 ± 0.150 * 0.86 0.196 ± 0.378 0.198 ± 0.129 3.54

Nonacosane a 14.87 0.291 ± 0.400 0.654 ± 0.369 *** 0.30 1.246 ± 0.667 4.978 ± 1.490 . 0.77

Unknown 14.92 --- --- - - 0.290 ± 0.250 0.953 ± 1.473 1.03

Triacontane a 15.43 --- --- - - 0.130 ± 0.066 0.235 ± 0.172 * 1.72

Unknown 15.74 --- --- - - 0.144 ± 0.119 0.651 ± 0.224 * 0.63

γ-tocopherol 15.98 0.298 ± 0.196 0.186 ± 0.123 1.19 --- --- - -

Hentriacontane a 16.09 0.134 ± 0.177 0.287 ± 0.163 *** 0.34 0.803 ± 1.479 0.790 ± 0.384 ** 2.38

α-tocopherol 16.58 0.887 ± 0.734 0.452 ± 0.209 1.36 0.281 ± 0.205 0.062 ± 0.054 *** 12.42
Mann-Whitney U test p-values: (***) p<0.001, (**) p<0.01, (*) p<0.05, (∙) p<0.1
Numbers in bold had VIP-Scores>1.5 on PLS-DA
a Identification confirmed by pure standard injection
--- Undetected

Partial least squares discriminant analysis (PLS-DA) showed a clear difference between
GC-MS chemical profiles of leaves and trunk (cambium) tissues of Creole and Hass
avocado saplings [Fig. 3].
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Leaves Trunk

Fig.3. PLS-DA plots for leaves and bark GC-MS chemical profiles from Creole (circles) and Hass (triangles) avocados. Left:
leaves (Q2=0.5 R2=0.47, AUC=0.82); right: bark (Q2=0.90, R2=0.88, AUC=1).

The most discriminant compounds from leaves or trunk (VIP-score≥1.5) are listed on
Table 1. In addition, results of pair-wise comparisons using Mann-Whitney U test between
Hass and Creole saplings and C/H concentration ratio are also listed in Table 1, for leaf
and trunk compounds.

Compounds relation with ABB preference or performance

Partial least squares regression allowed to identify the sets of compounds among a mix
of correlated compounds that more probably explains differential ABB preference or
performance (Fig. 4). Later, the selected sets of compounds were included on multiple
linear models that explore relations (negative or positive) with performance parameters.

For adult feeding preference, the optimized model including the following compounds:
fatty acid derived compound (RT: 9.73), α-tocopherol, estragole, unknown acetogenin
(RT: 13.85), unk comp. (RT: 13.13), acetogenin (RT: 12.76), hexadecanoic acid methyl
ester, and avocadofuran (RT: 11.27) gave a significant relationship (Table 2).

For larvae performance only larvae weight gave a statistic significant optimized multiple
linear model considering the following compounds: Linoleyl methyl ketone, α-humulene,
linolenic acid methyl ester, germacrene D, verimol I, butanolides 3 y 3a (Table 3).

Creole

Hass
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PLSR-Preference PLSR-Performance

Figure 4. Plot of PLSR showing correlations between branch compounds ABB parameters: Left) adult feeding punctures;
Right) larvae weight. Variables within circles denote high correlations among variables, black icons are avocado
compounds, and red icons are ABB parameters.

Table 2. Results of optimized multiple linear model explaining ABB preference using
compounds selected through PLSR.

coefficients significance
intercept 1.2x10-4

unkn comp. (RT: 9.73) 0.437 *
α-tocopherol 0.617 ***
estragole 0.556 **
acetogenin (RT: 13.85) 0.772 .
unk comp. (RT: 13.13) -0.576 **
acetogenin (RT: 12.76) -0.405
methyl palmitate 0.335
model fit (adjusted R2) 0.54 **
Explanatory variables included in the model were selected based on variable of
importance for projection (VIP) scores (VIP > 0.80) from PLSR, which provide a
measure of the amount of variation explained by each independent variable.
p-values: (***) p<0.001, (**) p<0.01, (*) p<0.05, (∙) p<0.1

Table 3. Optimized multiple linear model explaining ABB performance using compounds
selected through PLSR.

coefficients significance
intercept -2.2x10-5
linoleyl methyl ketone 0.902 **
α-humulene 0.473 .
methyl linolenate 0.441 *
germacrene D -0.993 *
verimol I -0.354 *
butanolide 3 0.936 .
butanolide 3a -1.104
model fit (adjusted R2) 0.741 **
Explanatory variables included in models were selected based on variable of
importance for projection (VIP) scores (VIP > 0.80) from PLSR, which provide a
measure of the amount of variation explained by each independent variable
p-values: (***) p<0.001, (**) p<0.01, (*) p<0.05, (∙) p<0.1
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Avocados trunk induced response

To explore induced response to ABB larvae infestation, random forest analysis (RFA) was
developed comparing trunk chemical composition of trees with mechanical damage and
trees artificially infested. Analysis for Creole and Hass avocados were developed
separately. RFA showed a good separation between borer-infested (BI) and mechanical
damage (MD) for Hass avocado but no for Creole. The most important compounds
according RFA are showed in Figures 4a and 4b for Creole and Hass, respectively.

On Creole avocados, four compounds showed significant changes between mechanical
damage and borer infested saplings. Only the peak corresponding to Eucalyptol/ocimene
mixture (coelution) showed a significant increase (8.8-fold) on borer infested trees; in
contrast, obtusilactone A and α-cubebene mean concentrations decreased significantly
8.9 and 3.5-fold, while p-cymene was suppressed until not be detectable on borer
infested trees (Table 4).

Regarding Hass avocado only seven compounds were statistically significant between
mechanical damage and ABB infested saplings. Four increased on its mean proportion:
squalene 2.1 fold, nonadecane 8.8 fold, unknown compounds (RT= 15.74) 1.6 fold; and
unknown (RT: 12.42) was produced exclusively on infested trees; while tree compounds
decreased 10, 1.8 and 1.7 fold: 5-methyl-1-Undecene, acetogenin2 (RT= 13.17) and
linoleyl methyl ketone respectively (Table 5).
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a) Creole avocado b) Hass avocado

Fig.4. Random forest results from comparison of chemical profiles with mechanical damaged or borer infested avocado
saplings from Creole (A) or Hass (B) varieties. Metric dimensional scaling representation of Creole and Hass avocado
saplings based on GC-chemical profiles. Mechanical damage (triangles), borer infested (circles). Below (C-D):
Contribution of the most important compounds to treatment separation. Solid bars and asterisks denote compounds
with significant differences on Man-Whitney U test (Table S1-S2). The mean decrease in Gini coefficient is a measure of
how each variable contributes to the nodes purity (0= homogeneous; 1= heterogeneous) and leaves in the resulting
random forest.
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Table 4. Mean proportions from Creole trunk compounds with major importance on
random forest analysis between of borer infested and mechanical damaged avocado
trees.

Creole Compounds proportion (mean ± SD)
Mechanical damage
(n=5)

Bored (n=8)

α-cubebene 0.36 ± 0.09 0.11 ± 0.16
Nonacosane 11.24 ± 3.73 18.25 ± 8.40
Triacontane 1.29 ± 0.54 1.91 ± 0.83
Eucalyptol/ocimene 0.04 ± 0.10 0.46 ± 0.34
octadecane 3.45 ± 1.21 5.73 ± 2.44
Caryophyllene oxide 1.48 ± 0.56 2.11 ± 0.75
Octacosane 1.38 ± 0.82 1.99 ± 0.47
Obtusilactone A 0.40 ± 0.42 0.03 ± 0.08
Squalene 0.86 ± 0.75 1.50 ± 1.40
Cubedol 0.87 ± 0.49 0.95 ± 0.36
p-cymene 0.11 ± 0.17 Undetected
Letters in bold mean statistical differences in Mann-Whitney U test

Table 5. Mean proportions from Hass trunk compounds with major importance on
random forest analysis between of borer infested and mechanical damaged avocado
trees

Hass Compounds proportion (mean ± SD)
Mechanical damage (n=5) Bored(n=10)

pentadecane Undetected 0.23 ± 0.18
nonadecane 0.15 ± 0.16 1.32 ± 0.53
unk 15.74 0.59 ± 0.17 0.98 ± 0.48
germacrene-D-4-ol 0.48 ± 0.05 0.42 ± 0.17
γ-elemene 0.69 ± 0.25 0.88 ± 0.16
squalene 0.51 ± 0.15 1.11 ± 0.73
linoleyl methyl ketone 1.37 ± 0.50 0.81 ± 0.33
hentriacontane 3.82 ± 1.18 3.27 ± 0.75
ylangene 0.38 ± 0.25 0.48 ± 0.10
5-methyl-1-Undecene 0.20 ± 0.13 0.02 ± 0.08
acetogenin 13.17 2.94 ± 1.36 1.62 ± 0.81
Letters in bold mean statistical differences in Mann-Whitney U test

Discussion

We demonstrated that avocado variety affects branch borer adults feeding preference
and larvae performance quite probably through their chemical differences. Feeding
preference and larvae performance were higher in the original host, the Creole avocado,
than Hass. These results agree with the preference-performance hypothesis, which
establishes that when insect larvae are unable to reallocated themselves, insect females,
select hosts for oviposition where their progeny has a better performance (Gripenberg et
al., 2010; Jaenike, 1978); this behavior is stronger for oligophagous and monophagous
than polyphagous insects (Gripenberg et al., 2010). Avocado branch borer fulfills some of
these conditions: larvae are concealed, adults are bad flyers, and females feed on the
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same tissue as their larva (Gripenberg et al., 2010). However, we cannot discard the
possibility that Hass avocado has higher concentrations of oviposition stimulants than
creole avocado despite of its low quality for ABB.

Host chemical differences

Creole and Hass avocado trees were chemically different hosts for ABB in their branch
and leaf composition. Creole and Hass trunk volatilomes share 74 compounds and 6 are
exclusive to Creole variety. On the other hand, Creole and Hass leaves chemical profiles
share 56 compounds and 8 are exclusive to Creole and 3 are exclusive to Hass avocado.
The concentrations of shared compounds, relative and absolute, were very different as
was showed on Mann-Whitney U test and PLS-DA (Fig 1).

However, not all compounds differing between avocado varieties are necessarily
associated with ABB host choice and larval performance. To unravel relations among
compounds with ABB preference or performance entangled within complex chemical
profiles, partial least squares analysis, and multiple linear modeling were applied.

Host chemistry and ABB adults feeding preference

ABB preferred to feed on its original host, Creole avocado tree, despite that insects used
in our experiments were obtained from Hass avocado trees. Indeed, ABB preferred to
feed on young than mature Creole avocado leaves. The comparison between GC-MS
chemical profiles from young (Y) and mature (M) Creole leaves showed significant
differences on three compounds; in young leaves relative concentration of linolenic acid
(Y=3.5 ± 4.6, M=13.7 ± 4.6) and phytol (Y=2.41 ± 1.07, M=4.3 ± 1.98) were lower than in
mature leaves, but, the methyl palmitate (Y= 0.4 ± 0.21, M= 0.2 ± 0.05), was higher in
young than in mature ones.

We hypothesized that linolenic acid acts as a feeding deterrent (Städler & Hanson, 1978)
and/or that avocado induced response is higher on mature than young Creole leaves,
since linolenic acid is directly related to the jasmonate pathway induced defense (Li et al.,
2016). Probably, adult insects feed on mature leaves until deterrent compounds are
produced and then insects relocate themselves to feed on young less responsive leaves.

Additionally, the ABB adult preference for young Creole leaves could be explained for
physical factors too, for example, young leaves are softer and thinner than mature ones,
in contrast with Hass avocado which young and mature leaves are similar in hardness and
thickness (C. M. personal observation). Probably, creole avocado young leaves are more
palatable and more nutritive than mature leaves as has been shown in other plants
(Ikonen, 2020).
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Multivariate analysis (PLSR and MLM) showed that four compounds are positively
correlated with ABB adult feeding preference. One of these compounds is estragole, the
main component of Creole avocado volatile compounds (King & Knight, 1992). According
to phytochemical coevolutionary theory compounds (such as estragole) that are toxins
for unadapted generalist herbivorous insects, are also attractants for specialized insects
(Cornell & Hawkins, 2003) and could serve as clues to locate high-quality hosts. In this
sense, the positive correlation between feeding punctures and the antioxidant compound
α-tocopherol (Fraenkel & Blewett, 1946) could be an indicator of host nutritional quality.
On the other hand, the unknown compound RT: 13.13 could be a feeding deterrent.

Host chemistry and ABB larvae performance

Regarding the relationship between trunk chemistry and larval performance four
compounds were positively correlated with larval weight gain: Linoleyl methyl ketone,
methyl linolenate, α-humulene and butanolide 3 (the last two marginally). The α-
humulene is the unique volatile compound positively correlated with ABB larvae weight
gain, thus it could be an indicator of host quality for ABB since α-humulene is an attractant
of some bark and wood borers (Crook et al., 2008; Kendra et al., 2011; Yasui et al., 2007).
This supposition is supported by previous results where α-humulene concentration
increased in ABB infested branches in comparison with undamaged Hass avocado
branches from the same tree (Meléndez-González & Espinosa-García, 2018). The
remaining compounds positively correlated with larvae performance were lipid
derivatives, so they could be feeding stimulants or have nutritional value for ABB larvae.

Butanolide 3, one of the majoritarian compounds in branches was previously linked to
ABB preference, trees with high amounts of that compound were infested later than their
neighbors, suggesting a negative relation with oviposition preference and/or detrimental
effects on ABB larvae (Meléndez-González & Espinosa-García, 2018). However, according
to our results, a detrimental effect on larval development is not supported, therefore, the
effect of butanolide 3 on ABB oviposition preference should be further studied.

Instead, verimol I (absent in Hass trunks) and germacrene D were negatively correlated
with larvae weight gain, they are probably feeding deterrents or toxic for ABB larvae.
Germacrene D had been reported as a feeding deterrent against Lepidoptera (Kiran,
Reddy, et al., 2006) and mosquito larvae (Kiran, Bhavani, et al., 2006). In fact, in our
experiment, the avocado tree harboring the heaviest larva (outlier datum) had an
undetectable amount of germacrene D while the rest of volatile compounds had similar
concentration found in the other studied trees.

Avocado trees induced response

The main goal of our experiment about the induced response to herbivory was to
establish which of the related compounds with ABB preference or performance are
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constitutively expressed. For that reason, the experiment was focused to determine
induced chemical changes as mean values of the tree groups (MD vs BI) instead of before-
after approach. A previous study about Hass avocado tree induced response to ABB larvae
infestation showed that sixteen terpenoids and fatty acids increased concentration while
fatty acid derivatives (acetogenins, butanolides and avocadofurans) were reduced. This
pattern was hypothesized how an unspecific response to ABB borer because this weevil
is a relatively new pest for Hass avocado. Thus, it was expected that the induced response
would be specific on the native host, Creole avocado, changing specific volatile
compounds related to parasitoids attraction or diminishing ABB performance. The
pattern previously reported for Hass avocado was not observed in our experiment,
probably because the previous study compared undamaged versus borer infested
branches, and in ours, we compare mechanically damaged branches with borer infested
ones.

In general, the induced response of Hass and Creole sapling avocados were qualitative
and quantitatively different, but contrary to our expectation, Hass avocado showed more
compounds changes and stronger compound’s concentration-response than creole
avocado contrary to our expectation. Probably, Creole avocado induced response is
disarmed by ABB larvae.

In summary, ABB preference and performance were affected by avocado varieties, there
was great differences between Hass and Creole chemistry, and the effect of chemistry
was more pronounced on ABB adults feeding preference. On the other hand, the effect
of avocado genotype on ABB larvae weight gain was only significant ignoring an outlier;
and variety had no significant effect on gallery length. However, avocado host chemistry
could affect ABB performance.

Overall, few compounds from one hundred probably affected avocado branch borer,
some of them affecting positively and negatively adults feeding preference and some
others affecting larvae performance. But the largest effect was on feeding preference
probably for the presence of informative and nutritional compounds and low presence of
antinutritive or toxic compounds. Our results agree with the preference-performance
hypothesis and the neural constraints hypothesis in which informative compounds
(nontoxic as many volatiles) determine the choice of host with high nutritional quality.
Compounds correlated with ABB adult feeding and compounds correlated with ABB
larvae performance were chemically different in agreement with results obtained for
other specialized weevils (Lee et al., 2016), because specialist insects are well adapted to
compounds that are toxins for non-adapted insects.

Another interesting result is that several chemically different compounds were related to
ABB preference or performance, suggesting that avocado defense acts through
combinations of compounds that affect different development stages of Copturus
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aguacatae in agreement with the multibarrier hypothesis, as found for another avocado
pest (Torres-Gurrola et al., 2011).

Apparently, avocado branch borer has not had enough time to adapt to new host
chemistry, and the weevil severely affects Hass avocado orchards mainly because the
preferred host, Creole avocado, is becoming scarcer. The high feeding preference for
Creole avocado trees could be used to develop pest management strategies where Creole
avocados planted on Hass orchard’s edge could serve to monitor the arrival of ABB, and
to design and develop bait tramps.
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Supplementary information

Branch (cambium) avocado metabolites putative identification

Verimol I and dehydro verimol I identification

Peak with retention time 8.61 min exhibited a molecular ion of 206 m/z and
fragmentations M-31 (M-OCH3), M-43 (M-OCCH3) and M-59 (M-OOCCH3) that resemble
estragole acetate mass spectrum. However, fragmentation pattern is very close to
methoxy p-coumaryl alcohol acetate (verimol I) (Sy et al., 1998) predicted mass spectra
reported by Allen y cols. (2016).

In a similar way, the peak with retention time 8.06 min exhibited a mass spectrum very
close to peak RT=8.61 min, but with a molecular ion 208 m/z, two mass units more,
suggesting the absence of a doble bound. The fragment loss of M-60 m/z (an acetic acid
molecule) result in an ion of 148 m/z that resemble the mass spectrum of estragole
supporting our previous conjecture of methoxy p-coumaryl alcohol acetate for peak
RT=8.61 min and dihydro methoxy p-coumaryl alcohol acetate for peak RT=8.06 min.

Figura 1. a) Calculated mass spectrum of verimol I (modified from Allen et al., 2016); b) Mass spectrum
of peak RT= 8.61, putatively vermol I; c) Mass spectrum of peak RT=8.06, putatively dihydro verimol I.

References

Sy, L.-K., & Brown, G. D. (1998). Novel Phenylpropanoids and Lignans from Illicium
verum. Journal of Natural Products, 61(8), 987–992. doi:10.1021/np9800553.

a) b)

c)
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Allen, F., Pon, A., Greiner, R., Wishart, D. (2016) Computational Prediction of Electron
Ionization Mass Spectra to Assist in GC/MS Compound Identification. Anal Chem.
2;88(15):7689-97. doi: 10.1021/acs.analchem.6b01622

Linoleyl methyl ketone and linolenyl methyl ketone identification

The peak with RT 10.66 showed a molecular ion of 278 m/z (M+) and the primary loss of
263 (M-15), 235 (M-43) and 220 (M-58) suggest a molecule with a methyl ketone group,
and the shape of the rest of mass spectrum resemble an unsaturated fatty acid, the
formula C19H34O was proposed, which match with (10Z,13Z)-nonadeca-10,13-dien-2-
one, a compound derivate from linoleic acid (Hanus et al 2012). The peak with RT=10.96
showed a molecular ion of 276, two mass units less than peak RT=10.66 and with the
same fragmentation pattern of fatty methyl ketone, thus we assumed that peak RT= 10.96
is the linolenyl methyl ketone derivate.

Figura 2. a) Mass spectrum of (10Z,13Z)-nonadeca-10,13-dien-2-one from Hanus et al., 2012; b) Mass
spectrum from peak RT=10.66, putatively linoleyl methyl ketone; c) Mass spectrum of peak RT=10.96,
putatively linolenyl methi ketone.

Reference:

Hanus, R., Šobotník, J., Krasulova, J., Jiroš, P., Žáček, P., Kalinova, B., Dolejsova, K., Cvacka,
J., Bourguignon, T., Roisin, Y., Lacey, M. J. & Sillam-Dusse, D. (2012). Nonadecadienone,
a new termite trail-following pheromone identified in Glossotermes oculatus
(Serritermitidae). Chemical senses, 37(1), 55-63.

a) b)

c)
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Capítulo 4
Ensayos iniciales para identificar compuestos del aguacate Persea

americana cv. Hass afectando la preferencia del barrenador de las ramas
del aguacatero, Copturus aguacatae, Kissinger

Resumen:

Copturus aguacatae es un insecto especialista que afecta al cultivo del aguacate Hass. Los
insectos adultos seleccionan ramas de entre 1 y 3 cm para ovipositar. Estudios previos
muestran que hay una importante variación en los compuestos volátiles en ramas de
diferente diámetro. Sin embargo, no se ha explorado la relación de esa variación con la
preferencia de los insectos adultos o con el desempeño de las larvas. En el presente
estudio se realizó un muestreo de ramas infestadas y se determinó tanto el peso de las
larvas, así como el diámetro de las ramas para determinar si el diámetro de la rama está
relacionado con el peso de las larvas (desempeño). Posteriormente se hicieron ensayos
de preferencia con insectos adultos y segmentos de ramas de diferente diámetro. En
seguida de relacionó el perfil de metabolitos secundarios determinado por GC-MS con la
incidencia de larvas y la preferencia de alimentación. Posteriormente se extrajeron
diferentes fracciones de metabolitos de las ramas de diámetro preferidas y se ensayó su
actividad antialimentaria o fagoestimulante con insectos adultos. Los resultados
confirman que las ramas de 1 a 2.5 cm son las más frecuentemente infestadas, pero no
hubo diferencias significativas en el peso de las larvas en ramas de diferente lo cual
sugiere una baja concentración de toxinas. El espatulenol fue el único compuesto que
mostró una variación en armonía con la incidencia de larvas por lo que se propone como
posible estimulante de la oviposición. En los experimentos de laboratorio, la preferencia
de alimentación de hembras fue relacionada con la concentración de α-copaeno y
bergamoteno (posibles atrayentes), con una butanólida y un compuesto no identificado
(posibles estimulantes). Por otra parte, se evaluó el efecto en la alimentación de tres
fracciones con compuestos no volátiles, azúcares, fenoles y butanólidas. Los azúcares
tuvieron un efecto estimulante de la alimentación de hembras del barrenador, los
fenoles, catequina y ácido cafeico, mostraron un efecto disuasorio, mientras que las
butanólidas no mostraron ningún efecto. Se propone que la preferencia de alimentación
está determinada por la presencia de compuestos volátiles atrayentes (sesquiterpenos),
fagoestimulantes (azúcares y otros compuestos) y por bajas concentraciones de
compuestos disuasorios (fenoles).
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Introducción

El barrenador del tronco y ramas del aguacatero Copturus aguacatae Kissinger
(Coleptera: Curculionidae) es un insecto especialista de las distintas variedades del
aguacate y es una de las plagas cuarentenarias del cultivo de aguacate Hass (SENASICA-
DGSV, 2016). Además, un insecto endémico de México del cual se desconoce su ecología
química, no se han reportado feromonas sexuales o de agregación (Engstrand et al., 2010)
ni tampoco alelomonas, por ejemplo, se desconocen los compuestos que utilizan para
seleccionar a su hospedero. Los insectos adultos se alimentan de hojas y brotes tiernos
mientras que las larvas perforan galerías en las ramas. Está reportado que la mayor
incidencia de infestación ocurre en la ramas terciarias (1-3 cm de diámetro) (Coria et al.,
2007) donde las hembras ovipositan en promedio 8 huevos a lo largo de un segmento de
rama de 30 cm (Muñiz, 1959). También es posible encontrar larvas afectando ramas
gruesas y el tronco, pero esto solo se ha observado en huertas con altos niveles de
infestación (Coria et al., 2007).

A pesar de que el aguacate Hass es un cultivo clonal, se ha encontrado gran variación
fitoquímica entre clones que ha sido correlacionada con la preferencia y desempeño del
barrenador (Espinosa-García et al., 2001). Por ejemplo, entre clones de aguacate se
observó que los árboles con mayor concentración de isoobtusilactona A y α-humuleno
fueron menos susceptibles a la infestación del barrenador ya que se mantuvieron libres
de la plaga cuando árboles vecinos con menor concentración de estos compuestos
estaban severamente infestados; aunque dos años más tarde fueron infestados
(Meléndez-González & Espinosa-García, 2018). Lo anterior sugiere que estos compuestos
actúan como disuasores, que afectan la preferencia de los insectos, pero no el desempeño
de las larvas, posiblemente funcionando como repelentes o inhibidores de la oviposición.

En otro estudio donde se evaluó el efecto del genotipo (variedades criolla y Hass) y su
composición química en la preferencia de alimentación y desempeño de las larvas se
encontró que el mayor efecto de la química del hospedero fue sobre la preferencia de
alimentación. Los insectos prefirieron alimentarse de árboles de aguacate con mayor
concentración de compuestos volátiles como estragol y semi-volátiles como el α-
tocoferol, los cuales pueden estar fungiendo como atrayentes e indicadores de la calidad
nutricional del hospedero. Pero las butanólidas, compuestos mayoritarios de la fracción
volátil, como la isoobtusilactona A, no estuvieron relacionadas con la preferencia o
desempeño (Capítulo 4).

La preferencia de oviposición de C. aguacatae por ramas de 1-3 cm de grosor podría
explicarse por la variación en el contenido de terpenoides atrayentes y compuestos
estimulantes de la oviposición ya que algunos terpenoides incrementan de forma
proximal-distal (de las hojas hacia el tronco) mientras que otros compuestos presentan
un comportamiento opuesto. Por ejemplo, la abundancia de β-cariofileno disminuye
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conforme aumenta el grosor de las ramas, mientras que la abundancia de β-cubebeno y
α-copaeno incrementa conforme aumenta el grosor de las ramas (Niogret, Epsky, Schnell,
Boza, et al., 2013; Niogret, Epsky, Schnell, Schnell, et al., 2013). Sin embargo, la variación
de los compuestos semivolatiles mayoritarios (acetogeninas, butanólidas y
avocadofuranos) en ramas de diferente grosor no ha sido registrada. Por lo tanto, es de
esperarse que haya combinaciones de compuestos (volátiles y semivolatiles) relacionados
con el grosor de rama preferido para alimentare y/o para ovipositar. Además, si los MS
de la rama afectan el desempeño de las larvas esperaríamos encontrar variación en el
peso de las larvas obtenidas de ramas de diferente grosor.

Para tratar de dar respuesta a estas suposiciones se realizó un muestreo en campo en una
huerta de aguacate Hass infestada por el barrenador y se tomaron muestras de ramas
infestadas de diferente grosor, se extrajeron las larvas y se pesaron en busca de
diferencias en peso relacionadas con el grosor de las ramas. Además, se analizaron
muestras de ramas de diferente grosor sin daño para monitorear la variación de
compuestos volátiles y semivolátiles por GC-MS. Posteriormente se realizaron tres
experimentos con insectos adultos. Primero, ensayos de alimentación con elección
usando segmentos de ramas de diferente grosor; segundo, ensayos de alimentación sin
elección con discos de papel donde se aplicaron diferentes componentes de las ramas
para identificar compuestos fagoestimulantes y disuasorios; y tercero, ensayos de
olfatometría para identificar compuestos volátiles atrayentes o repelentes.

Materiales y métodos

Colecta de ramas con larvas

Se colectaron ramas de una huerta de aguacate Hass Enel municipio de  Villa Madero(,
Michoacán (N 19˚21’59.9’’; W 101˚16’0.02’’) que presentaban las secreciones
blanquecinas características del daño ocasionado por las larvas del barrenador (Coria et
al., 2007). Se tomaron 30 segmentos de ramas provenientes de 5 árboles y se
transportaron al laboratorio. En el laboratorio el diámetro de las ramas se obtuvo con un
vernier y luego fueron disectadas con ayuda de una navaja para obtener las larvas y
pesarlas.

Obtención de extractos

Se colectaron ramas de aguacate (sin daño) de 1-5 cm de grosor, se separó la corteza y el
cambium con una navaja. Este material se secó en horno a 75˚ C por dos días. Se realizó
una maceración con 500 ml acetona x 2 días y se repitió 3 veces. El extracto acetónico se
secó sobre sulfato de sodio anhidro y se eliminó el disolvente por destilación a presión
reducida. El residuo semisólido color vede oscuro se disolvió en la mínima cantidad de
acetona y se sometió a un proceso de partición con agua-acetato de etilo. La fase acuosa
se concentró lo más que se pudo a presión reducida y el residuo se dejó secar a
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temperatura ambiente. La fase orgánica se concentró y posteriormente se sometió a un
proceso de partición con metanol-hexano. Ambas fases se concentraron a presión
reducida. Se obtuvieron tres fracciones: acuosa, metanólica y hexánica. Posteriormente,
50 mg de la fracción hexánica se sometieron a cromatografía en capa fina preparativa
(hexano-acetato de etilo, 40:1 eluida dos veces) de acuerdo a la literatura (Chen et al.,
2008). Se rasparon 2 bandas, una de las cuales contenía las butanólidas (corroborado por
GC-MS).

Análisis de los extractos

Las tres fracciones obtenidas fueron analizadas por cromatografía de gases. 3 mg de la
fracción hexánica se disolvieron en 1 ml de hexano. Las fracciones más polares se
sometieron a un proceso de silanización para obtener su perfil químico. 5 mg de cada
fracción fueron disueltas en 50 piridina y se les agregaron 15 ml de BSTFA (N,O-
Bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida). La mezcla de reacción se calentó a 60˚C durante 20
minutos con agitación ocasional. 1µl de cada muestra se inyectó al cromatógrafo de
gases. Las condiciones de análisis están reportadas en (Meléndez-González & Espinosa-
García, 2018).

Colecta de insectos adultos

Los insectos adultos se obtuvieron colectando segmentos de ramas de aguacate en la
temporada de lluvias. Las ramas seleccionadas presentaban daño ocasionado por el
barrenador en años anteriores. Se almacenaron en una caja de cartón forrada con hule y
con una tapa de organza. Diariamente se colectaban los adultos que iban emergiendo,
eran sexados y colocados en contenedores separados (machos y hembras). Los insectos
se mantuvieron con algodones humedecidos y hojas o ramas de aguacate Hass como
alimento. Antes de utilizarlos en un ensayo se privaron de alimento por 48 horas.

Bioensayos

Ensayo con segmentos de ramas

Se evaluó la preferencia de hembras del barrenador hacia segmentos de ramas de
diferente grosor. Se cortaron segmentos de ramas de grosor 0.7 mm, 10 mm y 20 mm y
de longitud 5cm. Los bordes de las ramas fueron protegidos con parafilm para evitar la
desecación. Tres segmentos de rama (uno de cada grosor) fueron colocados en
contenedores de plástico donde se liberaron 6 hembras adultas que habían sido dejadas
sin alimento por 48 hrs. Al cabo de 36 horas, bajo el microscopio (Leica Zoom 2000) con
aumento de 40x, se contó el número de horadaciones de alimentación. El ensayo se
realizó por triplicado.
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Ensayo en disco de papel

Se implementó un bioensayo de alimentación con discos de papel filtro donde se
adicionaron las fracciones a probar. Discos de papel filtro de 6 mm de diámetro fueron
lavados con metanol-acetona y secado en un horno a 75˚C por 24 horas. En contenedores
individuales se colocó un disco de papel con 10 µl de una solución de 5 mg/ml las
fracciones acuosa, metanólica, y de butanólidas. Como control se aplicaron 10 µl de los
solventes utilizados (hexano y acetato de etilo). En cada contenedor se colocó una
hembra y se evaluó la preferencia de 16 insectos. Al cabo de 48 horas se retiraron los
insectos y los discos de papel. Estos últimos se digitalizaron con una cámara fotográfica
bajo el microscopio (Leica Zoom 2000) a 40x para visualizar el daño. Se calculó el
porcentaje de área raspada con el programa ImageJ.

Ensayos de olfatometría

Los ensayos de olfatometría se realizaron con un tubo de vidrio con forma de “Y”. En cada
uno de los brazos se colocó una fuente de olor o control (aire limpio). Se hizo pasar aire
limpio y humidificado a un flujo de 40 ml/min. Por el extremo anterior del olfatómetro se
liberó un insecto adulto (hembras o macho) con 24 horas de ayuno y se monitoreo su
elección por algunos de los olores durante 5 min. Si el insecto se mantuvo más de 1 min
en uno de los brazos se consideró como una elección positiva y se detuvo el experimento
antes de concluir los 5 min. Los olfatómetros se lavaron después de cada ensayo con
acetona y se hornearon por 5 min a 110˚C. Cada insecto se utilizó solo una vez por ensayo.

Análisis estadísticos

En relación al peso de las larvas se comparó el promedio del peso de las larvas obtenidas
de ramas de 0.5, 1, 1.5 y 2 cm de grosor con una prueba de ANOVA transformando los
datos de conteos a raíz cuadrada. El número de picaduras (transformadas a raíz cuadrada)
realizadas en secciones de ramas de diferente grosor, y el área consumida entre
tratamientos del ensayo de alimentación con discos de papel también se analizaron por
medio de ANOVAs. Para identificar los compuestos que principalmente difieren entre
ramas de diferente grsosor. El análisis discriminante se realizó con el paquete Mass para
identificar los compuestos que principalmente difieren entre ramas de diferente grosor.
Los resultados de olfatometría se evaluaron con la prueba binomial. Todos los análisis se
desarrollaron en el software R ver 3.4.1.

Resultados y discusión

Relación entre el diámetro de las ramas y la incidencia de larvas

La distribución del diámetro de las ramas infestadas por el barrenador de las ramas
muestra que las ramas con un diámetro de entre 1.5 y 2.5 cm son mayoritariamente
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infestadas (Fig. 1). Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas en el peso de
las larvas en función del diámetro de las ramas (F(4;61)= 2.0361; p > 0.1), sugiriendo la
ausencia de compuestos que afectan el desempeño de las larvas y reforzando la idea de
que los compuestos que estimulan la oviposición deben estar presentes en mayor
concentración en ese tipo de ramas.

Figura 1. Histograma de frecuencia de larvas del barrenador encontradas en ramas de diferente grosor.

Relación entre el diámetro de ramas y preferencia de alimentación de insectos adultos

Los análisis de preferencia de alimentación se realizaron únicamente con insectos hembra
debido a que en un ensayo preliminar en el que se evaluó la preferencia de alimentación
de hembras y machos hacia discos de hojas de aguacate Criollo y Hass no se encontraron
diferencias significativas en el área consumida entre los tipos de hojas, pero si entre
hembras y machos. Estos últimos consumieron 5 veces más tejido que las hembras (Figura
2). Posiblemente las hembras son mucho más sensibles a los fitoquímicos del aguacate ya
que son ellas quienes determinan el sitio para ovipositar.

Figura 2. Ensayo de preferencia de alimentación entre machos y hembras de C. aguacatae con discos de hojas de aguacate criollo o
Hass. H= hembras, M= machos; C= criollo, H= Hass. Las proporciones se transformaron a arco-seno para el análisis estadístico.
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Ensayo de preferencia de alimentación con ramas de diferente diámetro

Se ha reportado que la mayor infestación del barrenador ocurre en las ramas terciarias
(crecimiento vegetativo del año anterior) con un grosor de 1-3 cm (Coria et al., 2007). Por
lo tanto, se realizó un experimento de elección con hembras del barrenador para evaluar
su preferencia hacia ramas de diferente diámetro (5, 10 y 20 mm) y posteriormente
relacionarlo con la composición química de las ramas. El experimento muestra que de
entre las ramas ofrecidas, las hembras prefieren alimentarse de aquellas con un diámetro
de 1 cm y además muestran una tendencia particular en cuanto a la preferencia para
alimentarse, las ramas de 2 cm tuvieron la menor preferencia y las de 5 mm preferencia
intermedia (Figura 3), lo cual podría estar relacionado con la concentración de algunos
metabolitos atrayentes o estimulantes.

Figura 3. Resultados del ensayo de preferencia de hembras del barrenador hacia segmentos de rama de diferente diámetro. Los datos
fueron transformados a raíz cuadrada para el análisis. Diferentes letras indican diferencias estadísticas significativas en una prueba
Tukey, p<0.05; media ± error estándar.

Variación de los perfiles químicos de las ramas de diferente diámetro

Posteriormente se obtuvieron los perfiles de compuestos volátiles por GC-MS de las
ramas de diferentes diámetros. Los compuestos detectados coinciden con los reportados
previamente (Meléndez-González & Espinosa-García, 2018) ver Tabla 1. De manera
general, las acetogeninas y el avocadofurano disminuyen conforme aumenta el diámetro
de las ramas, mientras que la mayoría de terpenoides aumentan como se observa en la
Figura 4.
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Tabla 1. Compuestos detectados por GC-MS en ramas de aguacate de diferente diámetro
(promedio ± desviación estándar).

Compuestos Concentración (mg/g)
RT (min)

diámetro de la rama (mm) 5 (n=9) 10 (n=6) 15 (n=6) 20 (n=5)

3.30
α-pineno 0.087±0.050 0.090±0.040 0.095±0.041 0.081±0.027

3.43
camfeno 0.024±0.011 0.027±0.012 0.030±0.014 0.025±0.006

3.59
β-felandreno 0.009±0.005 0.008±0.002 0.008±0.003 0.006±0.002

3.64
β-pineno 0.050±0.031 0.042±0.020 0.043±0.018 0.036±0.013

3.68
β-mirceno+ester 0.046±0.021 0.050±0.021 0.053±0.022 0.046±0.016

3.83
α-felandreno 0.145±0.116 0.169±0.084 0.181±0.103 0.177±0.124

3.98
p-cimeno 0.026±0.020 0.037±0.024 0.039±0.014 0.036±0.006

4.02
β-(E)-ocimeno+limoneno 0.059±0.038 0.069±0.043 0.078±0.040 0.059±0.044

4.12
β-(Z)-ocimenoa 0.024±0.014 0.024±0.012 0.027±0.013 0.031±0.016

6.38
α-cubebeno 0.105±0.066 0.092±0.056 0.099±0.029 0.063±0.045

6.57
ylangenea, b 0.054±0.014 0.082±0.033 0.082±0.009 0.070±0.023

6.62
α-copaeno 0.135±0.071 0.164±0.106 0.173±0.044 0.130±0.042

6.67
β-cubebeno 0.071±0.043 0.069±0.046 0.074±0.022 0.050±0.039

6.69
dodecanala 0.018±0.017 0.033±0.015 0.048±0.010 0.035±0.034

6.91
β-cariofileno 0.410±0.262 0.327±0.230 0.333±0.118 0.241±0.152

7.14
α-humuleno 0.054±0.026 0.041±0.030 0.045±0.015 0.060±0.056

7.18
sesquiterpeno desconocido 0.039±0.028 0.016±0.013 0.022±0.022 0.018±0.007

7.25
bergamoteno 0.031±0.012 0.042±0.023 0.043±0.007 0.024±0.020

7.30
germacreno D 0.899±0.690 0.507±0.423 0.448±0.199 0.295±0.254

7.31
tridecanal 0.087±0.046 0.142±0.061 0.162±0.044 0.148±0.071

7.40
γ-elemenoa 0.075±0.032 0.113±0.087 0.143±0.052 0.127±0.066

7.53
cubedol+cadineneb 0.092±0.024 0.145±0.108 0.147±0.035 0.120±0.053

7.90
germacren-D-4-olb 0.082±0.061 0.065±0.052 0.073±0.035 0.048±0.049

7.93
espatulenola, b 0.013±0.018 0.042±0.038 0.065±0.031 0.064±0.021

7.98
tetradecanalb 0.438±0.242 0.692±0.235 0.751±0.118 0.526±0.360

10.06
ácido hexadecanoico 0.359±0.263 0.313±0.191 0.422±0.201 0.166±0.160

10.94
fitol 0.165±0.072 0.183±0.049 0.184±0.069 0.135±0.052

11.15
ácido linoleico 0.656±0.304 0.513±0.237 0.701±0.338 0.247±0.247

11.33
avocadofuranob 0.969±0.840 0.561±0.366 0.488±0.191 0.207±0.141

11.81
butanolida 1a, b 0.072±0.043 0.181±0.091 0.218±0.155 0.191±0.112

12.25
butanolida 2b 0.957±0.557 1.633±0.307 1.728±0.863 0.851±0.412

12.76
acetogenina 1a, b 0.632±0.354 0.222±0.119 0.204±0.098 0.093±0.080

12.94
butanolida 3a, b 0.578±0.351 1.746±0.738 1.631±1.112 1.670±1.191

13.02
desconocidob 0.268±0.185 0.481±0.123 0.428±0.271 0.169±0.139

13.55
acetogenina 2a, b 1.627±1.049 0.501±0.207 0.517±0.174 0.214±0.137

13.95
heptacosano 0.727±1.012 0.524±0.330 0.415±0.141 0.370±0.271
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14.21
β-sitosterol 0.521±0.430 0.205±0.190 0.402±0.151 0.193±0.219

14.95
nonacosano 1.178±1.262 1.065±0.303 0.998±0.251 0.905±0.605

a Diferencias significativas en prueba Kruskal-Wallis usando conc. relativa
b Diferencias significativas en prueba Kruskal-Wallis usando conc. absoluta
Numbers in black indicate compounds showing significant differences

Figura 4. Variación en las proporciones medias de los compuestos detectados por GC-MS en ramas de diferente diámetro que
mostraron diferencias estadísticas significativas (Prueba de Kruskal-Wallis, p<0.05).

Relación de la incidencia de larvas con los fitoquímicos de las ramas

La mayor incidencia de larvas en ramas de 1.5 a 2.5 cm se puede explicar por la presencia
de compuestos que estimulan la oviposición. Esperaríamos que los compuestos con
posible actividad estimulantes se encuentren en mayor concentración en las ramas en las
que mayor número de larvas se encontraron. De todos los compuestos detectados en
nuestro estudio únicamente el sesquiterpeno espatulenol mostró una variación en la
concentración acorde a incidencia de larvas, mostrando diferencias significativas entre las
ramas de diferente diámetro (KW-H(3,26): 12.89; p<0.01). Sin embargo, no hay reportes
previos de este sesquiterpeno que lo relacionen con la actividad estimuladora de la
oviposición.

-1

-0.8

-0.6

-0.4

-0.2

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

5 10 15 20

Co
nc

en
tr

ac
ió

n 
m

ed
ia

 st
an

da
riz

ad
a

Diámetro de la rama (mm)

o-cimeno ylangeno hexadecanal elemeno espatulenol tetradecanal avocadofurano

acetogenina acetogenina butanólida3 acetogenina2 cariofileno butanólida2 desconocido



117

 Mean
 Mean±SE

0.5 1.0 1.5 2.0

Diámetro (cm)

0.00

0.01

0.02

0.03

0.04

0.05

0.06

0.07

0.08

0.09

espatulenol (mg/g)

Figura 5. Variación en la concentración de espatulenol en ramas de diferente diámetro

Relación entre la preferencia alimentación con los fitoquímicos de las ramas

El mayor número de orificios de alimentación se reportó en las ramas de 1 cm, seguido
por las ramas de 0.5 cm y luego las de 2 cm. Si hay compuestos químicos involucrados en
este comportamiento esperaríamos encontrar compuestos que sigan esta misma
tendencia. Se encontraron cuatro compuestos que presentan este comportamiento: α-
copaeno, bergamoteno, butanólida 2 y un compuesto no identificado. Sin embargo,
solamente los dos últimos compuestos presentaron diferencias estadísticas significativas.

Figura 6. Concentraciones estandarizadas medias de compuestos que muestran un patrón similar a la preferencia de alimentación en
ramas de diferente diámetro.

Posteriormente se estudió el posible efecto de las butanólidas mayoritarias de la fracción
volátil, así como otros componentes en la preferencia de alimentación de los insectos
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adultos. Para generar una fracción enriquecida con las butanólidas se preparó un extracto
total de la corteza de ramas frescas que se fraccionó en tres, una fracción soluble en agua,
otra soluble en metanol y otra soluble en hexano. De la fracción hexánica se derivó una
fracción enriquecida con las butanólidas, que junto con la fracción metanólica y acuosa
se evaluó su efecto en la preferencia de alimentación con insectos adultos y se analizó su
composición química por GC-MS.

Composición de las fracciones de la rama

Los perfiles químicos obtenidos por cromatografía de gases permitieron identificar a los
azúcares como los componentes mayoritarios de la fracción soluble en agua, y catequina.
Mientras que la fracción metanólica estuvo compuesta por fenoles, una mezcla de
catequina y epicatequina, isoobtusilacona A y ácido cafeíco. Mientras que la fracción
enriquecida con butanólidas mostró a la isoobtusilactona A (identificación parcial) como
componente mayoritario (Figura 7).

Fig. 7. Perfiles cromatográficos de las fracciones obtenidas de las ramas de aguacate Hass cambium: a) Fracción rica en butanólidas,
b) Fracción soluble en metanol, c) Fracción soluble en agua.
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Efecto de los componentes de la rama sobre la conducta de alimentación de hembras del
barrenador

Posteriormente se realizó un ensayo de alimentación forzada (sin elección) usando discos
de papel filtro y evaluando el efecto de las tres fracciones obtenidas de las ramas. Los
resultados muestran diferencias significativas entre el control y los tratamientos. Los
azúcares mostraron un efecto fagoestimulante, mientras que los fenoles mostraron un
ligero efecto disuasivo de la alimentación, en tanto que la fracción rica en butanólidas no
mostró ningún efecto (Figura 8).

Figura 8. Resultados de ensayos de alimentación (sin elección) con hembras de C. aguacatae.

Ensayos de olfatometría

Adicionalmente se evaluó el efecto de los volátiles emitidos por hojas, peciolos y ramas
en la atracción de hembras y machos en ensayos de olfatometría. Los resultados
muestran que ni las hembras ni los machos fueron atraídos por los compuestos volátiles
de diferentes tejidos del aguacate o bien estos insectos no son aptos para ensayos de
olfatometría (Figura 9).
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Figura 9. Resultados de los experimentos elección en olfatómetro de dos vías con insectos adultos (hembras y machos) del barrenador
de las ramas a diferentes fuentes de olor.

Conclusión

Los resultados de estudios preliminares refuerzan los resultados encontrados en los
trabajos previos donde se encontró un mayor efecto del tipo genotipo y los fitoquímicos
del hospedero sobre la preferencia de alimentación más que sobre el desempeño del
barrenador de las ramas del aguacatero.

El espatulenol fue el único compuesto volátil de las ramas que pudiera estar relacionado
con la preferencia de oviposición fungiendo como atrayente o estimulante. Esta es una
suposición que debe ser probada experimentalmente.

Por otra parte, cuatro compuestos fueron relacionados con la preferencia de
alimentación, dos de ellos son sesquiterpenos volátiles (α-copaeno y bergamoteno),
cuales podrían tener actividad atrayente de los insectos adultos del barrenador. El α-
copaeno, por ejemplo, es uno de los compuestos atrayentes de Xyleborus glabratus, una
de las plagas del aguacate (Kendra et al., 2011). Mientras que la butanólida 2 y el
compuesto desconocido (RT: 13.02) son de naturaleza no volátil a temperatura ambiente,
por lo que su variación podría estar relacionada con un efecto estimulante de la
alimentación. Sin embargo, la fracción que contenía las butanólidas no mostró actividad
fagoestimulante. Posiblemente la mezcla de varios componentes es la que presenta la
actividad estimulante.

Finalmente, la preferencia de alimentación por ramas de 1 cm puede estar relacionada
con la presencia tanto de compuestos volátiles atrayentes, azúcares estimulantes y bajo
contenido de fenoles disuasorios en una combinación particular. Esta suposición requiere
estudios posteriores para ser probada.
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Capítulo 5
Discusión general

El origen de la enorme diversidad de metabolitos secundarios producidos por las
plantas y la variación de los mismos en sus distintos niveles espaciales y temporales
continúa siendo un tema poco estudiado (Richards et al., 2015). Aunque hay sólida
evidencia de que las interacciones entre las plantas y sus consumidores (herbívoros y
patógenos) ejercen una presión de selección sobre metabolitos secundarios específicos
sigue sin ser claro cómo surge y se mantiene una alta diversidad y variación (Moore et al.,
2014).

La hipótesis del barrido, por ejemplo, propone que la diversidad química se mantiene
porque incrementa la posibilidad de que surja por mutación un metabolito efectivo y por
lo tanto hay muchos metabolitos inactivos y pocos o uno activo contra los consumidores,
pero sin dar explicación sobre la variación (Jones & Firn, 1991b). De esta forma la defensa
vegetal se comporta como una barrera única que debe ser superada por el herbívoro. En
el lado opuesto tenemos a la hipótesis coevolutiva que propone que los metabolitos
secundarios son resultado de una escalada de defensas y contradefensas entre las plantas
y sus herbívoros consumidores, en la cual unos metabolitos son efectivos contra unos
herbívoros pero no contra otros, y viceversa (Berenbaum & Zangerl, 1996). Además, las
interacciones aditivas y sinérgicas entre compuestos son resultado de la carrera
armamentista, y su variación (en sus diferentes dimensiones) provee de nuevas
combinaciones (Richards et al., 2016) o barreras que deben superar los herbívoros.

Sin embargo, la variación fitoquímica no siempre tiene un efecto perjudicial en los
herbívoros, particularmente en los insectos especialistas (menor amplitud de dieta) se
considera que están mejor adaptados a la química de su hospedero que los insectos
herbívoros generalistas (mayor amplitud de dieta) y por lo tanto son menos afectados por
los fitoquímicos (Cornell & Hawkins 2003). Se ha reportado que la variación fitoquímica a
nivel de clones, quimiotipos o híbridos a veces tiene un efecto perjudicial en los insectos
especializados (Wheleer et al., 2006; Cheng et al., 2013), pero a veces no (Kuzina et al.,
2009; Bustos-Segura et al., 2015; Bravo-Monzón et al., 2016). Por lo tanto, el primer
capítulo de esta tesis se presenta una revisión de literatura sobre los efectos de la
variación fitoquímica sobre insectos herbívoros con diferente amplitud de dieta. Se
revisaron las hipótesis de coevolución fitoquímica, las limitaciones neuronales y las
interacciones tritróficas y sus principales predicciones. Esta revisión nos muestra que
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cuando ocurre la carrera armamentista entre plantas e insectos herbívoros la escalada de
defensas y contra defensas no se limita a la producción de un reducido grupo de
compuestos con actividad antiherbivoro (toxinas) en las plantas y enzimas detoxificadoras
en los herbívoros que  sino que se diversifica debido a las interacciones con el tercer nivel
trófico y a las diferencias en procesamiento de información entre insectos especialistas y
generalistas para evaluar la calidad de su planta hospedera. De tal forma que la diversidad
y variación en compuestos volátiles es una forma de evitar que los insectos herbívoros
reconozcan la combinación de compuestos que representa a su planta hospedera,
además que también pueden servir como señal de alarma para plantas vecinas y como
atrayente de depredadores y parasitoides. Por su parte, el resultado de la carrera
armamentista para los insectos pude ser a través de mecanismos de detoxificación o
evasión de las defensas vegetales (como cambios conductuales, por ejemplo).

En este trabajo caracterizamos la variación fitoquímica prevaleciente entre clones de una
planta reproducida por esquejes (el aguacate; Persea americana cv Hass), sus fuentes de
variación y consecuencias en un insecto especializado (el barrenador de las ramas;
Copturus aguacatae).

En un estudio previo realizado hace más de una década se reportó una amplia variación
en los fenotipos foliares dentro y entre huertas de aguacate (Espinosa-García et al., 2001).
En el presente estudio (capítulo 2) se encontró mayor homogeneidad en la composición
química de los árboles, posiblemente debido a selección artificial sobre los fenotipos con
características del fruto similares. A pesar de eso, encontramos variación fitoquímica
debida a la ontogenia entre ramas de diferente grosor, variación estacional entre los
compuestos mayoritarios (butanólidas y alcanos), variación constitutiva entre clones y
variación debida a respuesta inducida por el barrenador de las ramas.

De manera correlativa obtuvimos que los árboles con mayor concentración de
isoobtusilactona A y α-humuleno son menos preferidos por el barrenador de las ramas
(antixenosis). Además, mostramos que el aguacate Hass induce una respuesta defensiva
cuando las larvas están alimentándose de las ramas incrementando la concentración de
un grupo de 16 monoterpenos y sesquiterpenos. De esta forma observamos que hay
varios compuestos que están involucrados en la defensa del aguacate en armonía con la
hipótesis de la barrera múltiple.
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Con el segundo experimento (Capítulo 3) analizamos el efecto de un orden mayor de
variación fitoquímica, la variación entre variedades de aguacate, el aguacate criollo y el
aguacate Hass (un híbrido entre la raza criolla y la guatemalteca) en la preferencia de
alimentación de adultos y desempeño de las larvas del barrenador de las ramas.
Demostramos que las variedades Hass y Criollo son químicamente diferentes y que
afectan diferencialmente la preferencia y desempeño de los barrenadores. Los insectos
adultos prefieren alimentarse y las larvas ganan más peso en el aguacate criollo, su
hospedero nativo, en armonía con la hipótesis de preferencia-desempeño; la cual
establece que los insectos seleccionan al hospedero que maximiza la adecuación de su
progenie (Gripenberg et al., 2010; Jaenike, 1978). Posiblemente porque el insecto está
mejor adaptado a su composición química. Cabe destacar que el efecto del hospedero fue
más acentuado en la preferencia que en el desempeño.

De entre la gran diversidad de metabolitos secundarios que se pudieron detectar en la
fracción volátil de hojas y ramas (realizado por GC-MS), pudimos correlacionar la
concentración de varios compuestos con la preferencia de alimentación y con el
desempeño de las larvas.

Por ejemplo, la preferencia de los insectos adultos para alimentarse por hojas jóvenes
respecto de las maduras de aguacate criollo estuvo asociada a diferencias en dos
compuestos, mientras que la diferencia para alimentarse entre el aguacate criollo y el
Hass estuvo positivamente correlacionada con cuatro compuestos que se postula podrían
ser atrayentes e indicadores de la calidad nutricional del hospedero. Por otra parte,
encontramos cuatro compuestos positivamente correlacionados con el desempeño de las
larvas, medido como la ganancia de peso, uno de estos compuestos, el α-humuleno (único
volátil) se propone como un indicador de la calidad nutricional del hospedero para
ovipositar, mientras que los otros tres compuestos (no volátiles) podrían ser estimulantes
de la alimentación. Por otra parte, dos compuestos fueron correlacionados
negativamente con el desarrollo de las larvas, el acetato de eugenol y el germacreno D,
por lo que estos compuestos podrían ser disuasores de la alimentación o ligeramente
tóxicos para las larvas del barrenador.

En armonía con la hipótesis de la barrera múltiple, encontramos varios compuestos
relacionados positiva y negativamente con la preferencia y el desempeño del barrenador
de las ramas en ambos hospederos, además los compuestos relacionados con la
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preferencia fueron químicamente diferentes de aquellos correlacionados con el
desempeño.

Posteriormente, para tratar de generar mayor evidencia sobre el efecto de algunos
fitoquímicos del aguacate o sus combinaciones con la preferencia o desempeño del
barrenador realizamos algunos experimentos adicionales (capítulo 4). Un estudio de
campo en el cual colectamos ramas infestadas nos confirmó que las ramas preferidas para
ovipositar son las que tienen un diámetro de 1.5 a 2.5 cm. Además, no encontramos
evidencia de que haya un efecto de la variación de los compuestos de ramas con diferente
diámetro en la ganancia de peso de las larvas. Pero encontramos que el sesquiterpeno
espatulenol incrementa su concentración en las ramas que presentaron mayor incidencia
de larvas, por lo que se propone como posible atrayente o estimulante de la oviposición
de Copturus aguacatae.

Después, en un experimento de selección, encontramos que las hembras del barrenador
prefieren alimentarse de ramas de 1 cm lo cual estuvo correlacionado positivamente con
la concentración de 4 compuestos, dos de ellos sequiterpenos volátiles (α-coapeno y
bergamoteno) que pudieran ser atrayentes; y dos semivolátiles (una butanólida y un
compuesto no identificado) que pudieran ser estimulantes.

Sin embargo, en un experimento posterior, donde evaluamos el efecto fagoestimulante
sobre los insectos adultos de una fracción conteniendo las butanólidas no encontramos
evidencia de actividad fagoestimulante. Empero, otros componentes de la rama que
también evaluamos si mostraron actividad; una fracción rica en fenoles (catequina,
epicatequina y ácido cafeico) mostró un efecto antialimentario, mientras que una fracción
rica en azúcares del aguacate (manoheptulosa y perseitol) mostró actividad
fagoestimulante.

En resumen, en este estudio encontramos que una fracción de la diversidad y de la
variación de los metabolitos secundarios volátiles y semivolátiles del aguacate entre
clones y entre variedades están relacionados con algún efecto en la preferencia y
desempeño de Copturus aguacatae. Dichos compuestos son de naturaleza química
variada, algunos son terpenos, otros fenil propanoides, derivados de ácidos grasos,
azúcares y fenoles. Esta diversidad estructural y funcional refuerza la noción de que la
defensa vegetal funciona como una barrera múltiple inclusive para un insecto
especializado. Sin embargo, como este trabajo es ampliamente correlativo hacen falta
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experimentos más puntuales para probar el efecto de cada metabolito y sus
combinaciones en la preferencia y desempeño del barrenador de las ramas.

La variación fitoquímica en sus diferentes dimensiones funciona como una barrera
múltiple o de múltiples capas por que ocurren de forma superpuesta y son
interdependientes entre sí (Shuman & Baldwin, 2016), inclusive entre los clones del
aguacate, de tal forma que generan fenotipos suficientemente diferentes para afectar la
precepción de los insectos herbívoros y modificar su comportamiento de elección de
hospedero y el desempeño de sus larvas. Por ejemplo, en el segundo capítulo se mostró
que los árboles no infestados mostraron mayor concentración de la obtusilactona A y α-
humuleno, y que la concentración del primer compuesto se duplica con el cambio de
estación; y la concentración de α-humuleno también cambia debido a la respuesta
inducida por el daño del barrenador. Además, en el capítulo 3 se mostró que el estragol
es un compuesto relacionado con la preferencia de alimentación de los insectos adultos
pero que mostró gran variación entre árboles, estando incluso ausente (indetectable) en
algunos individuos de la variedad Criolla. De manera similar, el germacreno D que estuvo
negativamente relacionado con el desempeño de las larvas estuvo ausente (indetectable)
en un individuo de la variedad Hass. Estos resultados tienen implicaciones relevantes para
el diseño de estrategias de manejo de este insecto plaga. Por ejemplo, utilizando árboles
de aguacate criollo (el hospedero favorito) como árboles trampa para monitorear la
llegada del insecto o, también se pueden seleccionar y propagar quimiotipos de aguacate
Hass que sean menos atractivos para el insecto o con mayor resistencia.

Aunque la mayor parte de la evidencia generada es correlativa, ésta fue obtenida
mediante el estudio del volatiloma, por lo que generamos hipótesis específicas sobre la
ecología química del barrenador de las ramas y el aguacate Hass que pueden ser probadas
puntualmente sin necesidad de recurrir al enfoque tradicional del fraccionamiento
biodirigido que puede resultar muy tardado e infructuoso si los compuestos bioactivos
funcionan en combinaciones.

El presente trabajo contribuye a la descripción de la composición de la fracción volátil de
las ramas del aguacate Hass y del aguacate criollo, la cual no había sido reportada
anteriormente. Además, se describe la respuesta inducida del aguacate Hass a la
infestación por Copturus aguacatae y se postulan varios compuestos del aguacate Hass y
criollo que posiblemente participan en la comunicación entre el barrenador y sus
hospederos.
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