COLEGIO DE POSTGRADUADOS

INSTITUCION DE ENSENANZA E INVESTIGACION EN CIENCIAS AGRICOLAS
CAMPUS MONTECILLO
POSTGRADO DE FITOSANIDAD

ENTOMOLOGIA Y ACAROLOGIA

KAIROMONA Y FEROMONA
DE AGREGACION DE
Optatus palmaris (PASCOE, 1889)
(COLEOPTERA: CURCULIONIDAE)

JOSE MANUEL PINEDA RIOS

T E SIS
PRESENTADA COMO REQUISITO PARCIAL
PARA OBTENER EL GRADO DE:

DOCTOR EN CIENCIAS

MONTECILLO, TEXCOCO, ESTADO DE MEXICO, MEXICO

2023




COLEGIO DE POSTGRADUADOS

INSTITUCION DE ENSENANZA E INVESTIGACION EN CIENCIAS AGRICOLAS

®

La presente tesis titulada: Kairomona y feromona de agregaciéon de Optatus
palmaris (Pascoe, 1889) (Coleoptera: Curculionidae), realizada por el estudiante:
José Manuel Pineda Rios, bajo la direccién del Consejo Particular indicado, ha sido
aprobada por el mismo y aceptada como requisito parcial para obtener el grado de:

DOCTOR EN CIENCIAS
FITOSANIDAD
ENTOMOLOGIA Y ACAROLOGIA

CONSEJO PARTTICULAR
A {'
l//

CONSEJERO
DR. JUAN! CIBRI%N TOVAR\D
Jé 7)) / Q¥
ASESORA W i
DRA. ROSA MARIA LOPEZ ROMERO
ASESOR ;’7"% -
DR. LUIS MARTIN HERNANDEZ FUENTES
ASESORA ' flem
DRA. MARIA CELI ICAELALLANDERAL CAZARES
/A » i
// /7
ASESOR YA TTY

DR. JESUS,ROMERO NAPOLES

A ,/
> / /
- /
/ pd
. >

Montecillo, Texcoco, Estado de México, México, enero de 2023



KAIROMONA Y FEROMONA DE AGREGACION DE Optatus palmaris (PASCOE,
1889) (COLEOPTERA: CURCULIONIDAE)

José Manuel Pineda Rios, D.C.
Colegio de Postgraduados, 2023

RESUMEN

La guanabana (Annona muricata L.) es un fruto tropical con usos alimenticios, terapéuticos, de
conservacion de agroecosistemas y propiedades insecticidas. México es el principal productor y
exportador de este frutal a nivel mundial. El proceso productivo de la guanabana es limitado
principalmente por problemas fitosanitarios que pueden ocasionar pérdidas considerables durante
el cultivo y la postcosecha. En 2006 se reportdé por primera vez al picudo de las anonéceas
(Optatus palmaris (Pascoe)), un curculiénido cuya larva y adulto ocasionan dafios severos
externos e internos a frutos. Una alternativa para el monitoreo y manejo de curculionidos, que
pudiera ser empleada para el picudo de las anonaceas, es el uso de semioquimicos,
especificamente la feromona de agregacion que actlia en sinergia con los compuestos volatiles de
la planta hospedante (kairomona). Sin embargo, a la fecha no existe investigacion sobre dichos
semioquimicos, ni de sus interacciones y de los mecanismos detras de éstas. En este sentido, el
objetivo de este trabajo de investigacion fue aislar y caracterizar quimicamente los componentes
de la kairomona y la feromona de agregacion del picudo de las anonaceas, asi como determinar
la actividad biolégica de los semioquimicos en laboratorio. Se realiz6 el arrastre de compuestos
volatiles de diferentes fuentes de olores, separacion e identificacion de éstos a través de
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas. Se determiné la presencia de a-
terpineol, un monoterpenoide producido exclusivamente por machos de la especie, con mayor
emision cuando éstos se encontraban alimentdndose de guanabana. Pruebas de olfatometria
determinaron que el efecto bioldgico de atraccion del a-terpineol hacia ambos sexos era
potenciado con los volatiles emitidos por la guanabana, especificamente aquellos liberados por
frutos en etapa de madurez fisiologica. En estos ultimos, se determino la presencia de alrededor
de 129 compuestos, entre los que destacaron por su correlacion bioldgica atrayente el

benzotiazol, cariofileno, benzofenona y nerolidol.

Palabras clave: feromona de agregacion, a-terpineol, kairomona.



KAIROMONE AND AGGREGATION PHEROMONE OF Optatus palmaris (PASCOE,
1889) (COLEOPTERA: CURCULIONIDAE)

José Manuel Pineda Rios, D.C.
Colegio de Postgraduados, 2023

ABSTRACT

Soursop (Annona muricata L.) is a fruit with diverse usages including food source, nutraceutical
effects, agro-ecosystems conservation, and insecticidal properties. Mexico is the main producer
and exporter worldwide of this fruit. However, the production of this crop is limited by several
phytosanitary problems, which cause big losses during its growth and post-harvest time. In 20086,
the annonaceae weevil (Optatus palmaris (Pascoe)) was reported for the first time as a new pest
for soursop fruits. The larva and adult of this curculio cause severe external and internal damage
to the fruits. In this regard, the use of semiochemicals, aggregation pheromone and kairomone,
represents an alternative for the management of this pest. Nonetheless, nowadays there is no data
about the chemical composition of such ecochemicals, neither of its interactions or mode of
action. In the context the aims of this research were to isolate, identify, and characterize the
chemical constituents of the aggregation pheromone and kairomone of the annonaceae weevil,
and determine their biological activity. To do so, dynamic headspace was used to trap volatile
compounds and they were analyzed by gas chromatography coupled to mass spectrometry. The
analyses showed the production of a-terpineol as a main volatile during the feeding of male
weevils. Subsequently, olfactometry assays demonstrated the attraction caused by this compound
to both weevil sexes. Moreover, the attraction effect produced by a-terpineol was potentiated by
the aroma of soursop fruit, especially those who reached physiological maturity. Finally,
benzothiazole, caryophyllene, benzophenone and nerolidol were determined as some of the
compounds most correlated to the attraction of the annonaceae weevil and were pointed out as

potential constituents of the soursop kairomone.

Key words: aggregation pheromone, a- terpineol, kairomone.
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INTRODUCCION GENERAL

Las especies de la familia Annonaceae son de origen tropical y con distribucién en ambos
hemisferios, se ubican dentro de las plantas mas primitivas de las angiospermas. En México se
localizan en los estados del Centro, Golfo, Pacifico y se les reconocen usos alimenticios,
terapéuticos, de conservacion de agroecosistemas y propiedades insecticidas (Hernandez-
Fuentes et al., 2016). Dentro de esta familia, los cuatros géneros de mayor importancia
econdmica por su calidad fruticola y potencial farmacéutico son Annona, Rollinea, Uvaria y
Asimina (Hernandez-Vidal et al., 2014). En México se ubican 14 géneros y 63 especies de la
familia Annonaceae identificados hasta ahora, de éstas, las de mayor importancia econémica son
guandbana (A. muricata), chirimoya (A. cherimola), saramuyo (A. squamosa), ilama o papausa
(A. diversifolia), anona colorada o amarilla (A. reticulata) y chincuya o cabeza de negro (A.
purpurea) (Andrés y Andrés, 2011). Unicamente la guanabana y la chirimoya se cultivan con
fines comerciales, ya que el resto de las especies se encuentran en traspatio o en la vegetacion
natural, de donde se recolectan los frutos para consumo en fresco; sin embargo, el cultivo de la
guandbana es la actividad de mayor importancia agricola entre las anonaceas (Hernandez-
Fuentes et al., 2013). En 2019 se establecieron 3,612.54 ha de este cultivo, con una produccion
anual de 30,790.70 t. El principal estado productor de este frutal es el estado de Nayarit, que
aporta el 75.44% de la produccion nacional, seguido de Michoacéan, Colima, y Guerrero (SIAP,
2019).

El cultivo de la guanabana es limitado principalmente por problemas fitosanitarios que
pueden ocasionar pérdidas considerables durante el cultivo y postcosecha. Algunas de sus plagas
mas importantes son el barrenador de la semilla (Bephratelloides cubensis Ashmead), palomilla
barrenadora de frutos (Cerconota anonella (Sepp)), barrenador de frutos (Oenomaus ortygnus
(Cramer)), cochinilla rosada del hibiscus (Maconellicocus hirsutus (Green)), piojo harinoso
(Planococus citri  (Riss0)), antracnosis (Colletrotichum gloeosporioides (Penzig)), muerte
descendente de ramas y pudricion del fruto (Lasiodiplodia theobromae (Pat)) (Hernandez-
Fuentes et al., 2013). Aunado a todas estas plagas, en 2006 se reporto por primera vez a Optatus
palmaris (Pascoe) (Coleoptera: Curculionidae: Baridinae) atacando frutos de guandbana en las
Varas, Nayarit (Hernandez-Fuentes et al., 2013), no obstante, no era considerado como un

insecto plaga de importancia para el cultivo, si no hasta después de los trabajos realizados por



Maldonado-Jiménez (2013) y Maldonado-Jiménez et al. (2014). El adulto se alimenta del tejido
tierno de la epidermis del fruto, lo perfora y oviposita en él; las larvas se alimentan de la pulpa y
semilla, con lo que merman su calidad y favorecen el desarrollo de patégenos (Hernandez-
Fuentes et al., 2018). Otra de las partes del fruto que el insecto usa como alimento es el
pedunculo, lo cual afecta tejidos vasculares y produce la caida del fruto. Cuando no existen
frutos disponibles, los adultos se alimentan de las flores y también producen su caida
(Castafieda-Vilddzola et al., 2009). Debido a su reciente deteccion y rapida propagacion, la
investigacion sobre el control del picudo de las anonaceas se limita a la rotacion de algunos
insecticidas (Hernandez-Fuentes et al., 2021). Sin embargo, esta estrategia no es suficiente para
controlar completamente el nivel de poblacion de picudos y, por ende, los dafios que causan. Es
necesario la implementacién de algunas otras tacticas que puedan actuar de manera aditiva o

sinérgica con las ya existentes y de menor impacto ambiental y a la salud humana.

Un método de manejo que se ha explorado en afios recientes es el uso de compuestos
modificadores del comportamiento insectil conocidos como semioquimicos (Larsson, 2016),
dentro de los cuales se encuentran las feromonas (primarias y secundarias, de comunicacion
intraespecifica) y aleloquimicos (kairomonas, alomonas y sinomonas, de comunicacion
interespecifica) (Dickie y Sabelis, 1988). Las feromonas secundarias provocan una respuesta
conductual inmediata o de corto plazo, con base en lo cual se dividen principalmente en
sexuales, de alarma, marcasenderos, de dispersién y de agregacion. Esta Gltima es emitida
principalmente por machos y atrae individuos de ambos sexos para la alimentacion, el
apareamiento o la hibernacién (Ali y Morgan, 1990). Por otro lado, se encuentran las
kairomonas, que son sustancias volatiles liberadas por un primer organismo y al ser percibidas
por un individuo de otra especie (organismo 2), evocan un comportamiento y/o respuesta
fisiolégica que es favorable para este ultimo (Dicke y Sabelis, 1988). Dentro del manejo con
semioquimicos, el uso individual de feromonas o combinado con atrayentes alimenticios o
kairomonas ha mostrado tener un efecto aditivo o sinérgico con gran capacidad para el monitoreo
y manejo de plagas (Reddy y Guerrero, 2004). Adicionalmente, estas sustancias representan una
herramienta robusta, de bajo impacto para el ambiente, especifica y altamente sensible para la
deteccion temprana de infestaciones. Por ejemplo, una trampa cebada con feromona puede
detectar la presencia de un insecto en el cultivo, mientras que numerosas técnicas de muestreo

tradicionales pueden no proporcionar informacién exacta (Pifiero y Ruiz - Montiel, 2012).



Uno de los casos mas exitosos del uso de semioquimicos en monitoreo y manejo de
curculionidos en México se reporta en cultivos de cocotero. En estas plantaciones uno de los
problemas fitosanitarios mas importantes son las infestaciones por Rhynchophorus palmarum
(Linnaeus), comunmente conocido como picudo negro del cocotero, principal vector del
nematodo Bursaphelenchus cocophilus (Cobb) causante de la enfermedad anillo rojo. Para su
manejo se ha utilizado con efectividad su feromona de agregacion conocida como
rhynchophorol, la cual puede utilizarse de forma individual o en conjunto con un atrayente
alimenticio para trampeo de adultos de ambos sexos (CENIPALMA, 2017). Otro claro ejemplo
de la efectividad del uso de feromonas de agregacion en combinacion con volatiles emitidos por
las plantas hospedantes es su uso para el monitoreo y trampeo masivo del picudo del agave
(Scyphophorus acupunctatus Gyllenhal) (Pifiero y Ruiz-Montiel, 2012). En un estudio realizado
por Figueroa-Castro et al. (2017), se determind que el uso de esta técnica puede reducir las
poblaciones de esta plaga de 542.8 a 2.8 picudos/trampa/quincena, lo cual disminuye
consecuentemente el nivel de dafio en el cultivo. Por tanto, la implementacion de estrategias de
monitoreo y manejo mediante semioquimicos para poblaciones de O. palmaris en cultivos de
anonaceas podria representar una alternativa para su manejo y conservacion del estatus
fitosanitario del cultivo. Actualmente no existe investigacion alguna sobre la emisién de volatiles
feromonales de esta plaga, de su planta hospedante, ni de sus interacciones y mecanismos detras
de éstas. Por ello, es de vital importancia la determinacion de la constitucion quimica y el efecto
biol6gico de la feromona de agregacion y kairomona para el manejo de O. palmaris en cultivos

de anonéceas.
REVISION DE LITERATURA
Superfamilia Curculionoidea

Los Curculionoidea conocidos como gorgojos o picudos, representan uno de los grupos
con mayor nimero de especies del reino animal. Se han descrito aproximadamente 62,000
especies, pero se estima que pueden existir unas 220,000 (Oberprieler et al., 2007), distribuidas
en 5,800 géneros asignados a siete familias (Nemonychidae, Anthribidae, Belidae, Attelabidae,
Caridae, Brentidae y Curculionidae) (Morrone, 2014). En México se han descrito 603 géneros y
3,594 especies, que representan el 17% y 5.8%, respectivamente, de la diversidad mundial. Cerca

del 40% de las especies son endémicas y son pertenecientes a seis familias, ya que la Unica



ausente en el pais es Caridae (Morrone, 2014; Orddfiez-Reséndiz et al., 2008). La principal
caracteristica diagndstica de las especies de Curculionoidea es la presencia de una proyeccion
anterior de la cabeza, denominada rostrum, en cuyo &pice se localiza el aparato bucal masticador.
En la mayoria de los Curculionidae el rostrum es muy largo y delgado; corto y ancho en
Entiminae y extremadamente corto o incluso ausente en Scolytinae y Platypodinae (Morrone,
2014).

Familia Curculionidae

Comprende alrededor de 4,600 géneros y 51,000 especies descritas, presentes en diferentes
regiones del mundo. Las especies de esta familia se alimentan sobre practicamente todas las
plantas, principalmente angiospermas, pero también gimnospermas, pteridofitas, bridfitas y
liquenes, y ocasionalmente pueden alimentarse sobre algas y cianobacterias. Las larvas de
curculionidos predominantemente viven en el interior de algunas partes de las plantas, desde
raices hasta brotes, flores y semillas (Oberprieler et al., 2007). La familia Curculionidae incluye
10 subfamilias: Baridinae, Brachycerinae, Cossoninae, Curculioninae, Cyclominae,
Dryophthorinae, Entiminae, Molytinae, Platypodinae y Scolytinae (Morrone, 2014), algunas de
las cuales estan constituidas por especies, que por los dafios que causan, son consideradas como
plagas de importancia en sistemas de produccion agricola. En la subfamilia Baridinae se agrupa
al picudo de las anonéceas, Optatus palmaris, un insecto que es considerado como una de las
principales plagas de la guandbana en México (Hernandez-Fuentes et al., 2013; Maldonado-
Jiménez et al., 2014; Cham et al.,2019).

Subfamilia Baridinae

De acuerdo con Oberprieler et al. (2007), los miembros de la subfamilia Baridinae se
caracterizan por presentar una carina transversal en el margen posterior del pronoto, un pliegue
submarginal fuertemente curvado en la superficie interior de los élitros, una fusién total de
metepisternon y metepimeron, una carina mediana fuerte en el interior del metatorax (una
caracteristica aparentemente Gnica en Curculionoidea) y un numero de arreglos en la venacion
del ala. Esta relacion y los caracteres que la apoyan no se han probado ni confirmado, y si bien
hay al menos algunas especies en esta agrupacién gue tienen un metepisternon y un metepimeron

separados, los taxones en este grupo también comparten algunas otras caracteristicas notables



como el gran mesepimera ascendente y un pigidio similar. Sin embargo, se necesita una
evaluacion mas detallada de esta relacion indicada. En este concepto, Baridinae comprende
alrededor de 8,000 especies, méas de la mitad de ellas en Baridini, que son especialmente diversas
en los tropicos americanos. Sus larvas se desarrollan principalmente en frutos, pero también en
tallos de diversas angiospermas, no obstante, las de Conoderini son frecuentemente barrenadoras
de madera. También se producen asociaciones con monocotiledoneas y gimnospermas
(incluyendo Gnetales). Los Ceutorhynchini estan predominantemente asociados con
Brassicaceae y Polygonaceae e incluyen agentes importantes de control biolégico de malezas

invasoras.
El picudo de las anonaceas (Optatus palmaris)

El picudo de las anonaceas se reportd por primera vez en el afio 2006, atacando frutos de
guandbana en las Varas, Nayarit (Hernandez-Fuentes et al., 2013). Castafieda-Vild6zola (2009)
lo describe como un insecto de habitos diurnos, con actividad de las 10 a las 18 h del dia, sin
embargo, Corrales (1995) y Maldonado-Jiménez et al. (2014) reportan que el adulto presenta
actividad de las 8 h del dia hasta alrededor de las 23 h. Este insecto presenta metamorfosis
completa (holometabola), es decir que presenta estadios de huevo, larva, pupa y adulto, los

cuales se describen a continuacion.
Huevo

Con base en lo reportado por Maldonado-Jiménez et al. (2013, 2014), el huevo (Figura 1)
es de forma cilindrica, de 1.0 mm de largo, con los extremos redondeados y de color
blanquecino. El tiempo de incubacion es de 5.36 + 0.69 dias, con una variacion de cuatro a ocho
dias en condicion de laboratorio a una temperatura de 24.8 = 0.46°C y humedad relativa de 72.2
+ 1.91%. En un estudio realizado para la misma especie se indica que tard6 de seis a siete dias,
con temperatura de 26.5 a 29.5°C y humedad relativa de 40.9 a 63.7% (Castafieda, 2011).
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Figura 1. Huevo de Optatus palmaris (sefialado con flecha). El espacio entre las lineas negras
corresponde a 1 milimetro. Créditos: Hernandez-Fuentes et al., 2017.
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Larva

Puede tener una longitud de 1.1 mm a 12 mm (recién emergida y completamente
desarrollada, respectivamente). La larva (Figura 2) se desarrollé en 73.5 + 2.9 dias, con una
variacion de 54 a 93 dias, teniendo una etapa de alimentacion de 13 a 18 dias y los dias restante

(36 a 80 dias) los pasoé en el suelo (Maldonado-Jiménez et al., 2013).

Figura 2. Larva de Optatus palmaris. Créditos: Herndndez-Fuentes et al., 2013.

Pupa

Es de tipo exarata, con longitud aproximada de 7 mm. De color blanco cremoso a
amarillo claro, con los ojos ligeramente marrones, cuerpo de consistencia blanda. Su desarrollo
fue de 25.1 + 1.63 dias con una variacion de 17 a 41 dias, a temperatura de 25.0 £ 0.01°C y
humedad relativa de 81.59 + 0.12% (Maldonado-Jiménez et al., 2013). En otro estudio se reporta
que tarda de 17 a 29 dias con temperaturas de 23.3 a 24.9°C y humedad relativa de 66.4 a 73.3%
(Castarieda, 2011).



Adulto

Los adultos en vista dorsal tienen una forma romboidal o semejante a un balén de futbol
americano, su tamafio es de aproximadamente 7.2 mm de longitud por 4 mm de ancho. Su
cuerpo es de color negro, cubierto por escamas blancas que le dan tonalidad ceniza; también
presenta escamas de color naranja que se extienden en toda la parte ventral del abdomen, lateral
del térax y la cabeza (Figura 3) (Maldonado- Jiménez et al., 2013). De acuerdo con Champion
(1907), el adulto de O. palmaris es facilmente reconocible por la franja submarginal de color
rojo bermellén, oblicua, a cada lado del protorax, que se extiende hacia abajo en los flancos a la
base y al apice, y cada franja estd bordeada por dentro y por fuera por dos grandes manchas
negras glabras; las partes laterales mesosternales, el episterno metatoracico (excepto en el frente)
y las partes laterales del abdomen también estan cubiertas de escamas de color bermelldn. Los
primeros dos segmentos ventrales ampliamente excavados hacia abajo en la parte media del
macho. El surco prosternal es bastante profundo y limitado en cada lado por una cresta afilada.

Las escamas rojas son de un tinte mas palido en algunos especimenes.

Para completar el estado bioldgico de adulto, O. palmaris necesita 112 + 23.5 dias con una
variacion de 34 a 150 dias a temperatura de 26.7+ 0.04°C y humedad relativa de 67.9 + 0.21%
(Maldonado- Jiménez et al., 2013). Para esta misma especie se reportd que requiere de 83 a 115
dias para completar el estado bioldgico de adulto, con temperaturas de 25 a 27.9°C y humedad
relativa de 50.1 a 67.7% (Castafieda, 2011). El total de dias que necesita el picudo de las
anonéaceas para completar su ciclo biolégico fue de 216.0 + 28.73 dias, con un rango de 109 a
292 dias (Maldonado-Jiménez et al., 2013).

Figura 3. Adulto de Optatus palmaris. Créditos: Madrean Archipelago Biodiversity Assessment
(MABA), s/f.



Dafos ocasionados en anonaceas

Optatus palmaris causa dafios en la chirimoya (Hernandez-Fuentes et al., 2013; Corrales,
1995); también se ha encontrado en guanabana e ilama. La larva se alimenta de la pulpa y
semillas de la fruta; en la fase final sale del fruto y pupa en el suelo (Corrales, 1995). Con base
en lo reportado por Herndndez-Fuentes et al. (2017), los adultos hacen agujeros en los frutos de
la guanabana y la chirimoya cuando se alimentan u ovipositan. Cuando no hay frutos
desarrollados, se alimentan de los pétalos y el pedicelo de frutos pequefios, lo que provoca su
caida. El dafio de las especies del género Optatus en A. cherimola corresponde a un patron de
dibujos similar a las letras "C" u "O", que es un grupo de agujeros causados por los adultos
cuando se alimentan. En los lugares donde las larvas se alimentan, se observa de manera inicial
necrosis y ligera descarga acuosa (Figura 4); la alimentacion hace que un pequefio agujero se
profundice hasta la semilla; cuando la larva se mueve en el fruto, deja un orificio de 2 a 3 mm de
didmetro (Corrales, 1995). En la guanébana, los adultos de O. palmaris pueden dafiar el 38 % del
area total de la fruta y es posible encontrar un promedio de seis larvas/fruta. Los frutos mas

afectados son los cercanos a la cosecha (Maldonado-Jiménez et al. 2014).

Figura 4. Dafios ocasionados por Optatus palmaris en guandbana. A) Adultos machos y hembras
alimentandose sobre fruto de guandbana. B) y C) Dafios sobre superficie de fruto de guandbana; se
observan perforaciones, necrosis y ligeras descargas acuosas.

Estrategias de manejo de Opatus palmaris

Se han realizado pocos estudios sobre estrategias de manejo de este insecto. Las hasta
ahora reportadas mencionan practicas como el uso de repelentes a base del aceite esencial de



pirul (Schinus molle L.), embolsado de frutos con didmetro menor a 8 cm de diametro para evitar
el ataque de los adultos, asi como el uso de pulpa fresca de hospedantes en trampas, como un
atrayente alimenticio para la plaga (Colunga et al., 2006). Castafieda (2011) recomienda la
recoleccion y eliminacion de frutos dafiados. Cerdas y colaboradores (2005) proponen como una
estrategia de manejo embolsar los frutos con didmetro menor a 15 mm, asi como recolectar
frutos dafiados y sumergirlos en agua con cal y tapar con un plastico. También se recomienda
hacer un hoyo, colocar los frutos dafiados por capas y espolvorearlos con malation (57%) y cal.
En 2021, Hernandez-Fuentes y colaboradores evaluaron la toxicidad de los insecticidas y
repelentes: spinosad, spinoteram, azadiractina, lambda-cialotrina, clorpirifos, imidacloprid y
etofenprox. Dicho estudio determiné al imidacloprid con una CLsode 0.06 g i.a. Ly TLso de 0.3
h como el insecticida de mayor toxicidad para la especie, seguido del spinoteram con una CLso
de 0.96 g i.a. Ly un TLso de 0.36 h. Hernandez-Fuentes et al. (2017) mencionan que el uso de

compuestos volatiles (semioquimicos) pudieran ser una buena alternativa de manejo.
Semioquimicos

Los semioquimicos son sustancias quimicas involucradas en las interacciones (quimicas)
entre organismos (Nordlund y Lewis, 1976). Estos son especificos e inocuos para el medio
ambiente, ademas tienen la ventaja de ser utilizados por los insectos para comunicar mensajes a
distancias relativamente largas en comparacion con otros medios de comunicacion y son
biol6gicamente activos a muy baja concentracion en el medio ambiente. Estas ventajas sobre las
estrategias convencionales para el control de insectos plaga hace que los semioquimicos sean una
herramienta prometedora para el manejo de plagas agricolas, principalmente en sistemas de

cultivo organico (EI-Shafie y Romeno, 2017).
Clasificacion de los semioquimicos

Se clasifican con base en su efecto o funcion, lo cual debe tenerse en consideracién debido
a que la misma molécula podria actuar como una feromona para una especie de insecto y como
una kairomona o alomona para otra especie (EI-Shafie y Romeno, 2017). De manera general, los

semioquimicos se dividen en dos grandes grupos:

Feromonas, que son sustancias que son secretadas al exterior por un organismo y causan

una reaccion especifica en un organismo receptor de la misma especie (Karlson y Lischer,



1959). Dicke y Sabelis (1988) definen feromona como un infoquimico que media una interaccion
entre organismos de la misma especie, en la que el beneficio es para el organismo relacionado
con el origen, para el receptor o para ambos. Con base en el cambio que causan en el organismo
que las recibe, Ali y Morgan (1990) describen como principales a las feromonas sexuales que
generalmente son liberadas por la hembra para anunciar su presencia, es decir, para atraer al
macho a fin de que tenga éxito en el apareamiento; feromonas de agregacion, las cuales son
liberadas principalmente por el macho. Conllevan a la congregacion, es decir, a aumentar la
densidad de miembros de la especie en la proximidad de la fuente emisora de la feromona. Un
gran namero de insectos convergen para diversos fines, como la alimentacion, el apareamiento o
la hibernacién; feromonas de alarma, se definen como compuestos volatiles que producen
reacciones estereotipadas entre insectos que aceleran el movimiento (o el vuelo rapido en
insectos voladores) y el ataque; feromonas marcasenderos, la cual es una sustancia quimica o
mezcla de sustancias aplicada a una superficie por un primer individuo y que es detectada y
seguida por otros individuos de la especie. EI comportamiento es mejor conocido en hormigas.
Cuando un forrajero encuentra una fuente de alimento, regresa al nido, dejando rastros de olor
para dirigir a los demas miembros hacia la fuente de alimento, y cuando regresan al nido,
refuerzan el deposito quimico. Cuando la fuente de alimento se agota, los forrajeros que regresan
no refuerzan el rastro para que se evapore. Finalmente, las feromonas de dispersién que
estimulan el comportamiento que conduce a un aumento del espacio entre individuos, con la
consiguiente reduccion de la competencia intraespecifica. Se puede considerar que los

compuestos actdan como disuasivos o repelentes.

Por otro lado, se definen como aleloquimicos compuestos que median una interaccion entre
dos individuos que pertenecen a especies diferentes (Dicke y Sabelis, 1988). Los aleloquimicos
estan clasificados como alomonas, las cuales son propias de la biologia de un organismo
(organismo 1) y que cuando entra en contacto con un individuo de otra especie (organismo 2),
evoca en el receptor un comportamiento y/o respuesta fisiologica que es adaptativamente
favorable para el organismo 1, pero no para el organismo 2; kairomonas, las cuales son
compuestos volatiles liberados por un organismo (organismo 1) y que cuando entra en contacto
con un individuo de otra especie (organismo 2), evoca en el receptor un comportamiento y/o
respuesta fisiologica que es adaptativamente favorable al organismo 2; sinomona, es un

aleloquimico liberado por un organismo (organismo 1) y cuando entra en contacto con un
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individuo de otra especie (organismo 2), presenta en el receptor una respuesta conductual y / o

fisioldgica que es activamente favorable para ambos.
Semioquimicos para monitoreo y control de plagas

El monitoreo espacial y temporal de plagas permite un uso informado de estrategias de
control quimico, lo cual disminuye significativamente las aplicaciones de insecticidas, respecto
al uso preventivo de los mismos (Gonzélez-Ritzel et al., 2012). Las trampas de feromonas son lo
suficientemente sensibles y especificas para detectar bajas densidades de una especie. Esto
posibilita la deteccion de especies invasoras que puedan considerarse plagas cuarentenarias, el
monitoreo de una especie ya establecida, asi como el éxito en la introduccion de una especie
benéfica (Coss et al., 2005) o un programa de erradicacion (Kean y Suckling, 2005; El-Sayed et
al., 2006). Asimismo, la sensibilidad de las trampas de feromonas puede ser empleada para el
monitoreo regional de especies en peligro de extincion, informacion que puede ser (til a la hora

de establecer programas de conservacion (Millar et al., 2010).
Técnicas con potencial para el monitoreo y control de picudos
Técnica de atraer y matar

El método de “atraer y matar” es uno de los mas utilizados en el manejo integrado de
plagas (MIP). Los dos elementos clave de este sistema son: 1) un atrayente poderoso que actle a
larga distancia, y 2) un componente (insecticida, trampa) que mate a la plaga (Foster and y
Harris, 1997). Esta estrategia de control también se le conoce con el nombre de atracticidas y
puede ser confundida con el trampeo masivo cuando este incluye trampas con insecticidas
(Downham et al., 1995; Charmillot et al., 2000). Sin embargo, la estrategia de atraer y matar
puede diferenciarse del trampeo masivo debido a que en el primero los insectos entran en
contacto con el insecticida, salen de la trampa y mueren lejos de ella (Epsky et al., 2008).
Ademas, el agente insecticida esta directamente mezclado con el agente atrayente (Vanhove et
al., 2020).

Técnica de “empujar y jalar”
Utiliza atrayentes para dirigir insectos a la fuente de atraccién la cual puede ser un cultivo

trampa en combinacién con repelentes, para evitar que los insectos dafien el cultivo principal
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(Cook et al., 2007). Estas dos estrategias se han convertido en pilares importantes para el MIP de
algunas especies de picudos. Por ejemplo, el concepto de arbol-trampa es un método de “atraer y
matar” el cual se ha aplicado exitosamente para el control directo del picudo de la ciruela,
Conotrachelus nenuphar, en el noreste de los Estados Unidos de Norteamérica (Leskey et al.,
2008).

Técnica de trampeo masivo

Se pueden utilizar trampas cebadas con semioguimicos que son altamente atractivos para
los insectos, por ejemplo, estrategias de trampeo masivo se han desarrollado para Rhynchophorus
palmarum en Costa Rica (Alpizar et al., 2002; Oehlschlager et al., 2002) y México (Osorio et al.,
2003). En esta especie, dos elementos parecen esenciales para lograr una buena captura: la
feromona sintética de agregacion y una fuente de alimento. La presencia de la feromona permite
la captura de seis a 30 veces mas insectos en comparacion con trampas que no lleven este
atrayente (Oehlschlager et al., 1993a, b, 1995).

OBJETIVOS
Objetivo general

Aislar e identificar los componentes de la feromona de agregacién y kairomona del picudo

de las anondceas, Optatus palmaris, asi como determinar la actividad biolégica de éstas.
Objetivos especificos

. Caracterizar quimicamente los componentes de la feromona de agregacion de Optatus
palmaris.

. Extraer, identificar y determinar compuestos kairomonales que guian a O. palmaris hacia
su hospedante.

. Determinar mediante pruebas comportamentales la actividad y respuesta de O. palmaris a

volatiles feromonales y kairomonales.
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CAPITULO I. COMPOSICION QUIMICA DE LA FEROMONA DE AGREGACION DE

Optatus palmaris
1.1 RESUMEN

El picudo de las anonaceas (Optatus palmaris) causa pérdidas considerables a la produccion de
guanabana en México. El dafio ocurre cuando las larvas y los adultos se alimentan de los frutos;
sin embargo, existe investigacion limitada sobre estrategias de control contra esta plaga, aunque,
las feromonas proporcionan un esquema de manejo de alto potencial para este curculionido. Asi,
esta investigacion caracterizo el comportamiento y produccién de volatiles de O. palmaris en
respuesta a sus habitos alimenticios. Los ensayos de olfatometria establecieron la preferencia de
los picudos por los volatiles producidos por la alimentacion de los machos y la guandbana. El
comportamiento observado sugiere la presencia de una feromona de agregacion y una
kairomona. Posteriormente, los compuestos volatiles de insectos muestreados por
microextraccion en fase sélida y aireacién dindmica detectaron un compuesto Unico en los
machos, especialmente cuando se alimentaban. Los experimentos de alimentacion-inanicion
mostraron un aumento promedio de quince veces en la concentracion de un monoterpenoide en
los machos que se alimentan de guanabana, y una disminucion de la liberacion de este
compuesto cuando los machos dejan de alimentarse. El analisis por CG-EM de compuestos
volatiles identifico este analito como a-terpineol. Otros ensayos de olfatometria con a-terpineol y
guanabana demostraron que esta combinacion es doblemente atractiva para los picudos de las
anonaceas que solo los volatiles de la guandbana. Los resultados mostraron un efecto de
potencializacion entre el a-terpineol y los volatiles de guandbana. Por lo tanto, el a-terpineol es
la feromona de agregacion de O. palmaris, y su efecto de atraccion se ve reforzado por los
compuestos volatiles de la planta hospedante.

Palabras clave: terpenoide, sefializacion, sefial quimica, kairomona, potenciacion.
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1.2 ABSTRACT

The Annonaceae fruits weevil (Optatus palmaris) causes high losses to the soursop production in
Mexico. Damage occurs when larvae and adults feed on the fruits; however, there is limited
research about control strategies against this pest. However, pheromones provide a high potential
management scheme for this curculio. Thus, this research characterized the behavior and volatile
production of O. palmaris in response to their feeding habits. Olfactometry assays established
preference by weevils to volatiles produced by feeding males and soursop. The behavior
observed suggests the presence of an aggregation pheromone and a kairomone. Subsequently,
insect volatile compounds sampled by solid-phase microextraction and dynamic headspace
detected a unique compound on feeding males increased especially when feeding. Feeding-
starvation experiments showed an averaged fifteen-fold increase in the concentration of a
monoterpenoid on males feeding on soursop, and a decrease of the release of this compound
males stop feeding. GC-MS analysis of volatile compounds identified this analyte as a-terpineol.
Further olfactometry assays using a-terpineol and soursop, demonstrated that this combination is
double attractive to Annonaceae weevils than only soursop volatiles. The results showed a
complementation effect between o-terpineol and soursop volatiles. Thus, o-terpineol is the
aggregation pheromone of O. palmaris, and its concentration is enhanced by host-plant volatile

compounds.

Keywords: terpenoid, signaling, chemical cue, kairomone, potentiation.
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1.3 INTRODUCCION

La mayoria de los miembros de la familia Curculionidae, excepto Platypodinae y
Scolytinae, se llaman picudos. Este término proviene de su rostrum caracteristicamente largo y
antenas capitadas con pequefios mazos (Morrone, 2014). Cuando no estan en uso, las antenas se
almacenan en cavidades ranuradas a lo largo del rostrum. Como se menciono, estos insectos
poseen un rostrum largo (pico) con piezas bucales al final (Morrone, 2014; Hespenheide, 2001).
Su rostrum distintivo permite alimentarse de varios érganos vegetales como raices, tallos, hojas,
flores y frutos (Morrone, 2014). Debido al dafio causado a diversas especies de plantas, varios
picudos se consideran plagas agrondémicas de importancia econémica (Morrone, 2014; Ocan et
al., 2008; Servin et al., 2008; Oehlschlager et al., 2002). Ademas del dafio causado por su
comportamiento de alimentacién, las hembras de los picudos pueden ovipositar en los agujeros
que quedan después de alimentarse con los frutos; asi, la descendencia se alimentara del

mesocarpio del fruto y de las semillas (Hernandez-Fuentes et al., 2017).

En México, varios curculios como Scyphophorus acupunctatus, Rhynchophorus palmarum,
Anthonomus eugenii y Anthonomus grandis se consideran como unas de las principales plagas de
los cultivos, y han sido ampliamente estudiados; estos insectos atacan las plantas de agave,
cocotero, chile y algodon, respectivamente (Bautista-Hernandez et al., 2020; Azuara-Dominguez
et al., 2014; Esparza et al., 2013; Showler, 2006). Los picudos plaga también atacan a la
guandbana (Annona muricata L.), otro importante producto agronémico mexicano. México es el
mayor productor de guanabana del mundo (Jiménez-Zurita et al., 2016; Coelho y Alves, 2011);
sin embargo, el picudo de las anonaceas (Optatus palmaris (Pascoe)) provoca importantes
pérdidas en este cultivo. Este picudo se alimenta de las yemas de las hojas jovenes y de las
flores, provocando su desprendimiento del arbol (Hernandez-Fuentes et al., 2017). Este insecto
también se alimenta de frutas, prefiriendo las maduras si estan disponibles, causando dafios
externos hasta aprox. 40% de la superficie del fruto. Ademas, diferentes instares larvales se
alimentan desde el interior de la fruta, destruyendo el mesocarpio y las semillas de la guanabana
(Hernandez-Fuentes et al., 2017). El ataque del picudo también puede provocar el
desprendimiento de pequefios frutos del arbol (Hernandez-Fuentes et al., 2017; Hernandez-
Fuentes et al., 2013; Corrales, 1995).
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El ciclo de vida del picudo de las anonéceas dura alrededor de 215 dias; cinco dias como
huevo, 73 dias como larva, 25 dias como pupa y 112 dias como adulto. En México, se reporta
que el periodo de actividad de adultos en campo es entre las 8 y 23 h (Maldonado-Jiménez et al.,
2014). Sin embargo, otro informe menciond que el periodo de actividad de este picudo est
restringido entre las 10 y 18 h (Castafieda-Vilddzola et al., 2009). La presencia de adultos en el
campo comienza con el inicio de la temporada de lluvias. Una vez en el campo, los adultos se
alimentan y copulan en frutos de guanabana en maduracion, especialmente cerca de su punto de
cosecha. Es comun encontrar hasta 30 adultos por fruto o incluso mas dependiendo del tamafio
del fruto. Por otro lado, cuando estdn presentes en las yemas de las hojas y las flores,
generalmente solo se encuentra un espécimen en esos érganos. Cuando no copulan, las hembras
se dedican principalmente a alimentarse y ovipositar. Por el contrario, los machos van a la copa
del arbol para descansar y alimentarse de brotes de hojas jovenes y flores antes de copular y
alimentarse nuevamente de frutos de guanabana (Maldonado-Jiménez et al., 2014). Otras plantas
hospedantes alternas de O. palmaris son la chirimoya (Annona cherimola Mill), ilama (Annona
macroprophyllata Donn. Sm.) y anona (Annona reticulata L.) (Castafieda-Vildézola et al.,
2020).

Debido a su reciente deteccion y rapida propagacion, la investigacion sobre el control del
picudo de las anonaceas se limita a la rotacion de algunos insecticidas (Hernandez-Fuentes,
2021). Sin embargo, esta estrategia no es suficiente para controlar completamente el nivel de
poblacion de picudos y, por ende, los dafios que causan. Por lo general, el monitoreo efectivo y
el control de los picudos incluyen el uso de trampas para insectos cebadas con sus feromonas de
agregacion (Tewari et al., 2014). El uso de semioguimicos podria potencialmente manejar o
incluso controlar completamente las infestaciones del picudo de las anonaceas. Sin embargo, no

existe investigacion sobre feromonas o kairomonas para esta especie de insecto.

Por lo anterior, el objetivo de la investigacion fue la caracterizacién del comportamiento
alimenticio de machos y hembras del picudo de las anonéceas. La caracterizacion consistio en
ensayos de comportamiento realizados por olfatometria. Posteriormente, se llevaron a cabo
analisis quimicos para identificar volatiles candidatos que funcionan como sefiales quimicas. Se
espera que los resultados proporcionen informacion sobre la mediacion de compuestos volatiles

en el comportamiento de alimentacion de los adultos del picudo de las anonaceas. Ademas, los
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datos obtenidos pueden servir como base para establecer un manejo basado en volatiles de esta

plaga.
1.4 MATERIALES Y METODOS
1.4.1 Recoleccidn de insectos y corroboracion de la especie

Los insectos fueron recolectados en el municipio de Compostela, Nayarit, México (21°6’
17.3377, -105°9” 49.9177; 21°6° 2.808™, -105°10" 40.872”; 21°6° 3.8874”, -105°9” 48.492”;
21°6” 13.572”, -105°9’ 52.2”). Machos y hembras de Optatus palmaris fueron recolectados
manualmente durante agosto de 2019 y septiembre de 2020. Los insectos se transportaron en
botes de pléstico herméticos (1 L). Estos se perforaron para permitir el intercambio de gases para
la oxigenacion de los insectos. Posteriormente, los ejemplares fueron sexados segun sus
caracteristicas morfoldgicas (Champion, 1907). Los picudos se separaron por Sexos Yy se
mantuvieron separados en jaulas entomoldgicas. Fueron alimentados con trozos de guanabana y
sus condiciones de cria se establecieron en 25 + 2 °C, humedad relativa entre 60 y 70%, y
fotoperiodo de 12:12 (L:0O). La corroboracién de la especie se realizé utilizando caracteres
morfoldgicos previamente reportados (Champion, 1907). Los ejemplares identificados fueron
depositados en la Coleccion de Insectos del Colegio de Postgraduados (CEAM).

1.4.2 Captura de volatiles

Los compuestos volatiles fueron retenidos por microextraccion en fase sélida (MEFS) y
aireacion dinamica (AD). En ambas técnicas se emplearon matraces de borosilicato. La limpieza
del material se realizO mediante lavados consecutivos con Extran® al 2%, agua destilada,
acetona y se dejaron secar en campana de extraccion. Posteriormente, el material se dejo en el
horno a 300 °C durante 3 h.

1.4.2.1 Microextraccion en fase solida (MEFS)

Se colocaron grupos de 40 insectos, s6lo machos o s6lo hembras, en matraces de MEFS de
250 mL. Se utilizaron fibras de polidimetilsiloxano (PDMS/100um),
divinilbenceno/carboxeno/PDMS (50/30 um) para retener compuestos volatiles de 1 cm de largo.
Antes de la recoleccién de volatiles, las fibras de MEFS se limpiaron en el puerto de inyeccion
de un cromatdgrafo de gases (CG) (HP-6890, Midland, ON, Canadd) a 250 °C hasta quedar

17



libres de contaminantes. Posteriormente, se introdujo la fibra de MEFS a través de los septos del
matraz, que contenian una envoltura de malla metélica para evitar el contacto entre los insectos y
la fibra. La distancia entre la fibra de MEFS y los insectos fue de 2 cm. El tiempo de absorcién
de volétiles fue de 1 h. Posteriormente, la fibra se retird y se desorbi6 en el puerto de inyeccion
del CG a 250 °C durante 2 min para andlisis cromatografico. Las muestras volatiles se tomaron
de grupos de sélo machos, s6lo hembras, machos que se alimentan de 3 g de guanabana, hembras
que se alimentan de 3 g de guandbana y sélo guanabana. Los blancos contenian compuestos
volatiles atrapados en matraces de MEFS vacios. Se realizaron diez réplicas para cada grupo.

1.4.2.2 Aireacion dinamica (AD)

Grupos de 40 insectos, s6lo machos, sélo hembras, machos alimentandose de 8 g de
guandbana, hembras alimentandose de 8 g de guandbana y s6lo guanabana se colocaron en
botellas de lavado de gases Drechsel de 650 mL (PIREX®, glendla, AZ, EE. UU.). El flujo de
aire fue proporcionado por una bomba de aire (ELITE 802®, Colchester, VT, EE. UU.)
conectada a una manguera de PVC libre de volatiles (Nalgene®, Rochester, NY, EE. UU., PVC
180, DI de 3/16”). La corriente de aire se filtro con un cartucho con 50 mg de Tenax® (60/80)
Baltimore, MD, EE. UU. La corriente de aire se humedecié con un suave burbujeo de agua
destilada. El flujo de aire que ingresd al sistema fue de 0.330 L min? controlado con un
flujometro (GILMONT®, Londres, Reino Unido) y calibrado con un flujémetro manual de
vidrio (Hewlett-Packard). Los compuestos volatiles arrastrados por la corriente de aire fueron
capturados en un cartucho que contenia 50 mg de Tenax® (60/80) como adsorbente y 20 mg de
fibra de vidrio en cada extremo del cartucho. Todos los cartuchos se lavaron previamente con 5
mL de hexano y se dejaron secar en la campana de extraccion, para posteriormente mantenerlos a
300 °C durante 3 h en el horno. Las recolecciones de volétiles se realizaron durante 48 h a las
mismas condiciones de temperatura, humedad y luz que las establecidas en el pie de cria. Una
vez que se alcanzé el tiempo de recoleccion de compuestos volatiles, los cartuchos se eluyeron
con 350 pL de hexano grado HPLC vy se adicionaron 50 pL de hexano. Los blancos consistieron

en la elucion de cartuchos conectados a botellas vacias. Se realizaron diez réplicas para cada

grupo.
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1.4.3 Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas

Los extractos volatiles se analizaron con un cromatografo de gases HP-6890 acoplado a un
espectrometro de masas (EM) de cuadrupolo simple HP-5973. El sistema CG-EM estaba
equipado con una columna HP-5MS (30 mx 0.250 mm de diametro interno y 0.25 pum de espesor
de fase estacionaria, J&W Science, Folsom, CA, EE. UU.) para la separacion de los compuestos.
Se utilizd helio (99,999% de pureza) como gas acarreador a un flujo de 1 mL min™. EIl horno se
programd para comenzar a los 60 °C durante 1 min, luego aumenté a 8 °C/min hasta 90 °C por 1
minuto. Posteriormente, la temperatura volvid a incrementar a 5 °C/min hasta 190 °C y se
mantuvo durante 1 min. Finalmente, la temperatura aumentd 10 °C/min hasta 250 °C. El puerto
de inyeccion se establecio en 250 °C. El volumen de inyeccion fue de 1 puL en modo splitless (sin
division de muestra). Para la inyeccién del extracto y de la fibra de MEFS, se utilizaron “liners”
de 2 y 0.75 mm de DI, respectivamente. La fuente de iones y la temperatura del cuadrupolo del
detector de masas eran 230 °C y 150 °C, respectivamente. La temperatura de la linea de
transferencia fue de 280 °C. La energia de ionizacion en modo IE fue de 70 eV y los datos de
masa se adquirieron en el modo SCAN (50 -550 m/z). La identificacion cromatografica de picos
fue realizada comparando sus espectros de iones con la biblioteca NIST (version 2014) y
comparando el tiempo de retencion y el espectro de masas con el del estandar.

A partir un estandar analitico comercial de a-terpineol (Thermo Fisher Scientifics, 97%) se
construyé una curva de calibracion para cuantificar el contenido del compuesto en las muestras.
Las concentraciones variaron de 2.6 a 1984 ng pug™. Se hicieron tres réplicas para cada punto de
la curva de calibracién, y el valor promedio de cada una se usO para construir una curva de
calibracién final para la cuantificaciéon de la muestra. Se calculd la regresion lineal a partir de las
areas de las soluciones de compuesto estandar inyectadas; se obtuvo la ecuacion de la pendiente
y se utilizo el area de las muestras para determinar su concentracion. Esta se expreso en ng de a-

terpineol por macho equivalente por segundo.
1.4.4 Efectos de recuperacion de matriz

Para evaluar los efectos de matriz, se establecieron experimentos de aireacién dinamica.
Primero, se cargaron discos de papel filtro (4 cm de didmetro) con 18 pg de a-terpineol.

Posteriormente, éstos se colocaron en botellas de lavado de gases Drechsel de 650 mL (PIREX®,
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EE. UU). El a-terpineol de los discos de papel se capturd de la misma manera que las muestras
bioldgicas descritas anteriormente (n = 4). Se llevé a cabo un segundo experimento cargando 18
Hg de a-terpineol contenido en 50 pL de hexano en un cartucho con 50 mg de Tenax® (60/80)
como adsorbente y 20 mg de fibra de vidrio en cada extremo. El disolvente se dejo secar durante
3 min y el compuesto se eluyd como se describid anteriormente para las muestras biolédgicas (n =
4). Los extractos de ambos experimentos se cuantificaron y compararon entre si para comprobar
si todo el a-terpineol se desplazé del espacio de cabeza al cartucho con Tenax®. Es decir, se
considerd que todo el a-terpineol se movilizaba del espacio de cabeza al cartucho si no se
determinaban diferencias de concentracion significativas entre ambos extractos. Para comprobar
los efectos de matriz del cartucho de Tenax®, la cantidad total de a-terpineol en todo el extracto
eluido se compar6 con la cantidad inicial cargada en el disco de papel de este metabolito (n = 4).
El anélisis mostrd que un promedio del 71% (n = 4) de la cantidad total de a-terpineol se retuvo
en el cartucho en las condiciones de elucién utilizadas en los experimentos. Este efecto de matriz
se corrigio durante el calculo del contenido de a-terpineol al aumentar este porcentaje (71%) a la

concentracion resultante de las muestras.
1.4.5 Limite de Deteccion (LOD) y Limite de Cuantificacion (LOQ)

En el Anexo 1 se describe en detalle el calculo del limite de deteccidén (LOD, por sus siglas
en inglés) y el limite de cuantificacion (LOQ, por sus siglas en inglés) para el a-terpineol. Se
prepar6 una curva de calibracion de 15 puntos de 0.04 a 627.52 ng puL™. Sin embargo, soélo los
primeros 12 puntos mostraron linealidad (0.04-79,04 ng puL™). El coeficiente R? de esta regresion
lineal fue 0.9994 y la ecuacion de la pendiente fue y = 72391x + 1077.9. Los valores error tipico
estandar xy (Sty) y pendiente (m) se calcularon para el conjunto de datos resultantes con las
funciones "SLOPE" y "STEYX" en Microsoft Excel® 2016. Los valores se utilizaron en las
siguientes formulas: LOD = 3.3 (Sty/m) y LOQ = 10 (Sty/m). Para este estudio, el valor LOD
fue igual a 2.10 ng puL* y el valor de LOQ fue igual a 6.36 ng puL™.

1.4.6 Bioensayos
1.4.6.1 Experimentos de alimentacion inversa

Se disefid un experimento de alimentacion inversa para correlacionar la liberacion de a-

terpineol con el comportamiento de los machos alimentandose. Para la alimentacion de los
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insectos se adquirieron guanabanas comerciales en mercados locales. Se prepararon dos grupos
de 40 picudos machos: machos alimentandose de trozos de guanabana (8 g, machos con
alimentacion inicial) y machos sin alimentacion. Cada grupo representd una réplica. Se
realizaron quince repeticiones para insectos con alimentacion inicial y para los machos sin
alimentacion. Las recolecciones de volatiles se llevaron a cabo como se describié anteriormente

para aireacion dinamica en el punto 1.4.2.2.

Una vez que se alcanzo el tiempo de recoleccion de volatiles, los insectos fueron retirados
del matraz y se transfirieron a otros matraces limpios. Subsecuentemente, no se proporciono
alimento a los machos que se alimentaron inicialmente. De forma inversa, se proporcionaron 8 g
de guandbana a los machos que inicialmente no se alimentaron. Las capturas de volatiles se
reanudaron en las mismas condiciones. Posteriormente, las muestras se analizaron, cuantificaron

mediante CG-EM y se compararon entre si.
1.4.6.2 Respuesta conductual de picudos machos y hembras a compuestos volatiles

Se evaluo el comportamiento de machos y hembras del picudo de las anonaceas a través de
su respuesta a diferentes estimulos volatiles en bioensayos de olfatometria de doble eleccion. Las
combinaciones de opciones se presentan en el Cuadro 1. El olfatometro era un modelo en forma
de “Y”: su brazo principal tenia 12 cm de largo con 2.5 cm de didmetro interno (DI); los dos
brazos de eleccién tenian 10 cm de largo y 2.5 cm de DI separados a angulo de 45°. El cuarto de
bioensayos se cubrid con papel negro mate para evitar reflejos de luz en las paredes. Debido al
comportamiento bioldgico de los picudos de las anonaceas, el olfatdmetro se elevo a 6 cm de la
mesa utilizando una barra de poliestireno blanco, justo debajo del extremo de los brazos de
eleccion. Esta elevacion también generd una elevacion de 4.5 cm entre la mesa de trabajo y el
punto de union de los brazos del olfatdbmetro. Las fuentes de olor se colocaron en botellas de
lavado de gas Drechsel de 650 mL. El flujo de la corriente de aire utilizado para transportar los
volatiles de la fuente de olor desde el punto de liberacién al brazo de eleccion correspondiente se
establecio igual que para las aireaciones dindmicas. Cuando se utilizaron picudos machos o
hembras como fuente de olor o parte de la fuente de olor, se agregaron grupos de 20 insectos.
Cuando se probo el a-terpineol solo 0 combinado con guanabana, éste fue liberado de un papel
filtro de 4 cm de diametro (Whatman N° 2), para lo cual se adicionaron 100puL a 4 ng uL? de

solucion de a-terpineol en hexano. El hexano se dej6é evaporar durante 30 s. El papel con a-

21



terpineol se cambio cada 3 picudos evaluados. En todos los casos, se utilizaron 2 g de guandbana
en estos experimentos. Los frascos que contenian las fuentes de olor también se cubrieron con
papel negro mate para evitar interferencias visuales y de luz en los bioensayos. La luz se
proporciond con una barra de luz blanca colocada en el centro del techo del cuarto de
olfatometria. El sistema de olfatometria se coloco justo debajo de la fuente de luz. Para evitar
reflejos de luz en el vidrio del olfatometro, se colocé una placa de espuma de poliestireno blanca
de 1 cm de espesor a 10 cm por encima del olfatdbmetro. Es decir, la placa de poliestireno se

ubico entre la fuente de luz y el olfatdmetro, obteniendo asi iluminacién indirecta.

Se probaron grupos de 15 insectos para registrar la preferencia de olor del picudo de las
anonéceas. Cada grupo de machos o hembras se consider6 una réplica. Se probaron cuatro
réplicas para machos y hembras frente a diferentes elecciones de olores (15x 4 x 2 = 120
insectos probados por tratamiento) (Cuadro 1). Se liberd un solo insecto a la vez 2 cm dentro del
brazo principal del olfatometro en forma de “Y”. Posteriormente, se observé el comportamiento
y eleccion del insecto por no mas de 10 min. Se puntud una eleccion de fuente de olor cuando el
insecto camind mas de la mitad de uno de los brazos seleccionados y permanecio alli mas de 1
minuto. Los datos se reportaron como el porcentaje de picudos que seleccionaron una fuente de
olor especifica. Los datos representaron el promedio de eleccion de cuatro réplicas + Error

estandar.

Todos los insectos analizados se sometieron a un periodo de ayuno de 24 h antes de ser
utilizados en el experimento. Los brazos del olfatdmetro se rotaron cada cinco insectos para
evitar efectos de posicion en la seleccion del brazo. Ademas, el olfatdbmetro se reemplaz6 cada
dos repeticiones para evitar la interferencia de olor residual. Antes de comenzar las pruebas de
olor, se uso el aire en ambos brazos para verificar que no hubiera una seleccion especifica
causada por reflejos de luz o volatiles remanentes en el sistema. Se seleccionaron y prepararon
cuatro grupos de 20 insectos (machos o hembras) para probar un tratamiento completo o una
comparacion. Los insectos ya utilizados se alimentaron y se dejaron recuperar durante 48 h. Los
insectos recuperados se mezclaron con otros insectos no utilizados y se seleccionaron
nuevamente al azar para formar 4 nuevos grupos de prueba. Los valores porcentuales de
seleccidn se calcularon s6lo a partir de los insectos que respondieron (15 insectos). No obstante,

también se registré e informo el porcentaje de insectos que no respondieron. Para probar el
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efecto del hexano remanente en el papel de filtro, discos limpios de papel filtro (Whatman Ne 2)
se humedecieron con 100 pL de hexano puro. El disolvente se dejé secar durante 30 s y se
evaluo la seleccion entre aire o papel de filtro seco. Ademas, los papeles de filtro secos se
colocaron en ambos brazos para determinar la presencia de patrones de seleccion por picudos

machos y hembras.

Cuadro 1. Combinaciones de fuentes de olor utilizadas en ensayos de olfatometria. Para todos los
bioensayos, cuando la fuente de olor lo requirid, se utilizaron 2 g de guanabana. Todos los grupos de
machos y hembras contenian 20 especimenes. Para combinaciones que incluyen a-terpineol, 100uL de
una solucion a 4 ng uL* se adicionaron.

Ensayos con una fuente de olor

Aire Guanabana

Aire Machos

Aire Hembras

Aire a-terpineol

Aire Guanabana + a-terpineol
Aire Guanébana + machos
Aire Guanabana + hembras

Ensayos con dos fuentes de olor

Guanabana Guanébana + machos
Guanabana Guanébana + hembras
Guanébana Guanébana + a-terpineol
Guanabana + hembras Guanabana + machos
Hembras Machos

1.4.7 Anaélisis estadistico

Todos los datos se sometieron a pruebas de normalidad y homogeneidad de varianza. Para
los ensayos de olfatometria, de una fuente de olor vs. aire, se utilizd6 un ANOVA de una via,
seguido de una prueba de Tukey (a = 0.05). Una prueba de G analizo los ensayos de olfatometria

que desafian dos fuentes de olor a la vez. Los datos del experimento de alimentacién inversa
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(mediciones sobre los mismos especimenes) se trataron como muestras por pares analizadas
mediante una prueba U. Para los efectos de recuperacion de matriz, los efectos de concentracion
de los extractos se probaron mediante una prueba de t de dos colas (t < 0.05). Por otro lado, se
realiz6 una prueba de Kruskal-Wallis para datos sin distribucién normal o varianza homogénea.
El analisis post hoc se realizé con correccion de Bonferroni (datos de olfatometria sin respuesta).
Las diferencias estadisticas entre los picudos que no respondieron se determinaron con una

prueba ANOVA. Todos los anélisis se realizaron en el software R (R Core Team, 2020).
1.5. RESULTADOS

El picudo de las anonéceas tiene un ciclo de vida prolongado y falta una dieta artificial
para su cria. Por lo tanto, esta investigacion utilizd insectos silvestres. En la primera etapa
experimental, se llevaron a cabo experimentos de olfatometria de doble eleccién en machos y
hembras. Antes de comenzar cualquier prueba de olor, se usé el aire en ambos brazos del
olfatbmetro para verificar que no existia una seleccion especifica de picudos machos o hembras.
En general, sélo el 6-13% (1 a 2 picudos de cada 15) eligi6 un brazo del olfatometro; el resto no
mostro respuesta al aire como estimulo. Se observaron resultados similares para las pruebas de
evaporacion del disolvente (hexano). Estos ensayos de seleccion no indicaron efectos de
posicién, luz, remanentes volatiles o solventes sobre el comportamiento de los picudos
evaluados. Después de la prueba en blanco, diferentes fuentes de olor vs. aire, por separado, se
utilizaron como pruebas de preferencia por picudos machos y hembras. Los tratamientos
incluyeron secciones de guanabana, s6lo machos sin alimentarse, sélo hembras sin alimentarse,
machos alimentandose de guanabana y hembras alimentandose de guandbana. Los resultados
mostraron que machos alimentdndose de guandbana produjo el aroma mas atractivo para los
picudos machos con una seleccion del 94.99% (Fs15 = 11.77, p < 0.001). Por otro lado, la
preferencia de los machos por la guandbana y hembras alimentdndose mostré diferencias
estadisticas no significativas (Fs15 = 11.77, p < 0.001) entre tratamientos (Figura 1). Por el
contrario, la preferencia de las hembras hacia volatiles de machos alimentandose, la guanabana y
hembras alimentandose mostraron diferencias estadisticas no significativas entre ellos. Es decir,
los picudos hembras no mostraron un comportamiento especifico para cada fuente volatil

probada. Finalmente, tanto machos como hembras mostraron menor preferencia por los volatiles
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emitidos por hembras sin alimentarse (Fs15 = 11.77, p < 0.001; Fs15 = 26.44, p < 0.0001,

respectivamente).

Con base en esta informacion, en una segunda etapa experimental, la preferencia de los
machos y las hembras por los volatiles de guanabana se desafié contra los volatiles de los
machos y las hembras alimentandose. Ademas, se probo la preferencia de ambos sexos por los
volatiles emitidos simultdneamente por machos alimentandose y hembras alimentandose en dos
brazos de emision diferentes. Finalmente, también se evalud la preferencia por los machos sin
alimentarse y hembras sin alimentarse. La preferencia por el aroma de machos alimentandose fue
altamente significativa para ambos sexos (G = 22.64, p < 0.0001 para machos y G = 48.50, p <
0.0001 para hembras) (Figura 1). Las hembras mostraron una marcada preferencia por los
tratamientos que contienen volatiles de machos, especialmente a los de los machos
alimentandose. Aun asi, los machos no mostraron una preferencia significativamente
diferenciada cuando se prueban simultaneamente las hembras alimentdndose vs. machos
alimentandose (G = 0.99, p = 0.31) (Figura 1). Por lo tanto, la mayor preferencia por machos
alimentandose y los aromas de guanabana observada en el primer y segundo ensayo de
olfatometria demostro la presencia de una feromona de agregacion y una kairomona que podrian
mediar paralelamente el comportamiento de alimentacion del picudo de las anonaceas. Todos los
valores de insectos que no respondieron en cada conjunto experimental no mostraron diferencias
significativas cuando se analizaron mediante una prueba ANOVA. Esto podria significar que el
comportamiento de no respuesta de algunos picudos estd relacionado con algunos factores
bioldgicos intrinsecos de cada insecto mas que con la fuerza de la respuesta evocada por cada

fuente de olor (Figura 1).

Con base en estos resultados, los compuestos volatiles emitidos por la guanabana, machos
sin alimentarse, hembras sin alimentarse y las hembras alimentandose se utilizaron como
cromatogramas de referencia para escudrifiar los volatiles producidos especificamente cuando los
machos se alimentan de guanabana, que potencialmente podrian funcionar como feromona de
agregacion. Las fracciones volatiles fueron retenidas por microextraccion en fase sélida (MEFS)
y aireacion dindmica (AD). La comparacion de los perfiles de CG-EM de todas las muestras
mostré la presencia de un pico cromatografico encontrado exclusivamente en machos a los 10.34

min (Figura 2).
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Sorprendentemente, el area de este pico aumentd de cinco a 50 veces en algunos casos y
resultd en un incremento promedio de 15 veces del contenido de este compuesto cuando los
machos se alimentaron de guanabana (Figura 2). El pico cromatogréafico se identificé como a-
terpineol [2-(4-methylcyclohex-3-en-1-yl) propan-2-ol] por coincidencia de su espectro (95%)
con el de la biblioteca NIST.

La identificacion del compuesto también fue apoyada por la interpretacion de las pérdidas de
masa cuando se observa el espectro de masas de dicho metabolito. Los principales valores m/z
fueron 139, 136, 121, 93, 81, 67 y 59. Con base en estos valores, se determind una pérdida total
de los iones parentales y moleculares. Ademas, el m/z 139 correspondié a M-15, lo que se
explica por la pérdida de un grupo metilo de la molécula. EI m/z 136 correspondi6 a M-18
explicado por una pérdida de una molécula de agua tipica en alcoholes, en este caso, a-terpineol.
Este hecho también fue apoyado por m/z 121 (M-33), que indico la pérdida de un grupo metilo y
una molécula de agua tipica en alcoholes con un grupo metilo en su lado alifatico de cadena. El
m/z 93 indico la formacion de un ion C7Hs™ que es una masa tipica de terpenoides (Nicolescu,
2017; Mormann et al., 2006). La m/z 81 se explica por la pérdida de C4OH1o", potencialmente
seguido por un reordenamiento Mclafferty. EI valor m/z 69 también se explica por la pérdida de
todos los radicales unidos al anillo ciclohexeno del a-terpineol, seguida de su ruptura a través de
una reaccion retro-Diels-Alder. El pico base corresponde a m/z 59, que representa un fragmento
de CsH;O+ fragmento, que también es una masa tipica de alcoholes (Nicolescu, 2017) (Figura
3a). Finalmente, el tiempo de retencidon del pico cromatogréafico y el espectro de masas se

compararon con los de un compuesto estandar (Figura 3B).
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Figura 1. Preferencia olfativa de machos y hembr.
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as de Optatus palmaris a diferentes fuentes de olores

estimulos, simples o dobles. (a-1), preferencia de machos por una sola fuente de estimulo frente al aire.
(a-11), preferencia de machos cuando se evallan dos fuentes de olor, una contra otra. (a-Ill),
preferencia de machos a una fuente de estimulo que involucra a-terpineol contra aire. (a-1V),
preferencia de machos a guanabana desafiada contra guandbana suplementada con a-terpineol. Los
datos representan el porcentaje de seleccién de machos para un estimulo de olor (n = 4).
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Las barras negras horizontales indican valores de error estandar. Los tratamientos con las mismas
letras no son significativamente diferentes en una prueba de Tukey (a-1) (p < 0,05); (a-11) prueba de G
(G < 0,05), *** < 0,0001; (a-111) prueba de Tukey (p < 0,05), y (a-1V) Prueba G (G < 0,05), *** <
0,0001. (b-1), preferencias de hembras a una sola fuente de estimulo frente al aire. (b-11), preferencia
de hembras cuando dos fuentes de olor se enfrentan entre si. (b-111), preferencia de hembras a una
fuente de estimulo que involucre a-terpineol contra el aire. (b-1V), preferencia de las hembras por la
guanabana desafiada frente a la guanabana suplementada con a-terpineol. Los datos representan el
porcentaje de seleccion de hembras a un estimulo de olor (n = 4). Las barras negras horizontales
indican valores de error estandar. Los tratamientos con las mismas letras no son significativamente
diferentes en una prueba de (b-1) Kruskal-Wallis/Bonferroni (p < 0,05); (b-11) prueba de G (G <
0,05), ** < 0,001, *** < 0,0001; (b-111) prueba Kruskal-Wallis/Bonferroni (p < 0,05), y (b-1V) prueba
de G (G < 0.05), *** < 0,0001. El andlisis estadistico se realizd por separado para los datos de machos
y hembras. Las barras blancas representan los valores promedio (n = 4) de insectos que no
respondieron en cada prueba de eleccidn. Las barras negras horizontales indican valores de error
estandar. Los valores de insectos que no respondieron se compararon para las tres primeras secciones
(1, Iy 1) con una prueba ANOVA. No hubo diferencias estadisticas entre los valores de insectos que
no respondieron en ningun conjunto de experimentos analizados (p > 0.05).
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Figura 2. Cromatogramas de mezclas volatiles producidas por diferentes fuentes de olor. (a), guanabana,
(b), insectos hembras alimentandose de guanabana, (c), machos que no se alimentan, y (d), machos
alimentandose de guanabana. * a-terpineol con tr=10.34 min encontrado en los machos y aumentado

cuando los machos se alimentan de guanabana.
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Figura 3. Identificacion por cromatografia de gases-espectrometria de masas de a-terpineol
(a), espectro de masas obtenido a partir de un pico cromatografico de la mezcla volatil producida por
machos que se alimentan de guanadbana. (b), Comparacion del tiempo de retencién entre los picos
cromatograficos de un compuesto estandar (cromatograma superior) y una mezcla volatil producida
por machos que se alimentan de guanabana (cromatograma inferior).

Para reforzar la correlacion entre la liberacion de o-terpineol y el comportamiento de
alimentacion de los picudos machos de las anonéceas, se cuantificO su concentraciéon en el
espacio de cabeza. Por lo tanto, se determinaron los efectos de recuperacion de matriz para lograr
datos cuantitativos adecuados. Algunos discos de papel se cargaron con una concentracion
conocida del volatil, luego se retuvieron, extrajeron y cuantificaron. Ademas, se realiz6 el mismo
proceso con cartuchos de Tenax® cargados directamente con el mismo compuesto. El contenido
medio de a-terpineol de los extractos de papel filtro fue 14.89 + 2.61 ng uL? y 14.29 + 3.18 ng
uL? para los cartuchos cargados directamente con la misma cantidad de a-terpineol. No hubo
diferencias significativas entre estos valores (t > 0,05). Por lo tanto, los experimentos del efecto
de recuperacion de matriz mostraron que todo el a-terpineol cargado originalmente en los discos
de papel filtro (18ug) es liberado al espacio de cabeza y movido al cartucho. Sin embargo, la
concentracion de los extractos obtenidos a partir de papel filtro (14.89 + 2.61 ng puL™?) y su
volumen total de extracto (350 uL), indican que sélo 5.21 pg de a-terpineol fueron recuperados
del cartucho bajo las condiciones de elucion usadas. Es decir, el 71% de la cantidad total de este
metabolito se mantiene en el cartucho de espacio de cabeza dindmico. Entonces, cada valor de

cuantificacién inicial se compens6 con el 71% de su masa.

Posteriormente, se realiz6 una serie de experimentos de alimentacion inversa

(alimentacién-inanicion). Brevemente, se determiné la produccién de a-terpineol en machos que
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inicialmente se alimentaban de guanabana. Después de 48 h, se retird el alimento y se cuantifico
nuevamente la produccion de a-terpineol. EI mismo experimento se realizO de manera
simultdnea con machos sin alimento y machos alimentados con guandbana después de 48 h.
Estos experimentos permitieron caracterizar la liberacion de o-terpineol en respuesta a los
habitos alimenticios de los picudos machos de las anonédceas. Curiosamente, como se observd
anteriormente, la liberacion de a-terpineol fue mayor en los machos con alimentacién inicial. Por
otro lado, los insectos que no se alimentaron aumentaron esta produccion volatil cuando se
alimentaron y, a la inversa, los machos que se alimentaron inicialmente redujeron su liberacion
de a-terpineol cuando se les retird el alimento. Independientemente de la cantidad total de este
compuesto producido por los machos que no se alimentan y alimentados después de un periodo
de inanicion, la liberacion de este volatil aument6 87 + 3.87% en todos los experimentos (Figura
4). La misma relacion de disminucion se observéd cuando se eliminé el alimento a los machos

con alimentacién inicial (Figura 4).

Considerando la cantidad total de machos (40) usados en los bioensayos para obtener el
contenido promedio de a-terpineol en el espacio de cabeza, se determind una tasa de liberacion
de 1.83 + 0.36 ng por 40 machos por segundo. Al considerar la produccién por un macho
equivalente, se determind una tasa de liberacion de 0.05 + 0.01 ng por macho equivalente por
segundo. Por tanto, soluciones que oscilan entre 0.5y 10 ng pL* y 100 ng pL* se probaron en
experimentos de olfatometria de doble eleccion. El rango de 0.5 a 2 ng pL™* no mostré un patrén
de seleccion claro ni por parte de los picudos machos ni hembras. El rango de 3 a 5 ng pL!
mostro atraccion por los picudos machos y hembras. Por encima de estas concentraciones, se
produjo un efecto repelente para ambos sexos, especialmente a 100 ng pL*. Debido a esto, todos
los experimentos de preferencias siguientes con este metabolito utilizaron soluciones a 4 ng pL™.
Curiosamente, este compuesto volatil mostré sélo un 56.66% y un 60% de atraccion hacia
machos y hembras, respectivamente. Por lo tanto, si bien toda la evidencia mostro que este
volatil es un metabolito relacionado con el comportamiento alimenticio del picudo de las
anonéaceas, su atraccion no muy alta indica mas bien la presencia de otros posibles compuestos
volatiles que potencian sus efectos de atraccion. Estos compuestos volatiles podrian ser
producidos por el insecto o por su planta hospedante. Sin embargo, el analisis cromatogréafico de
las muestras no mostro ningun otro compuesto potencial que actia como componente secundario

de la feromona de agregacién del picudo de las anonaceas. Por lo tanto, todo el ramo volatil de
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guanabana se complement6 con 4 ng pL* de a-terpineol, que simuld el efecto de alimentar a los
machos sobre esta fruta. La combinacion de los volatiles de guandbana y este metabolito resultd
en una mayor atraccion de machos (83.33%) y hembras (88.33%) a esta fuente de olor. Ademas,
estos valores son comparables a los obtenidos al alimentar a los machos mostrando diferencias
estadisticas no significativas entre ellos (p > 0.05) (Figura 1). Ademas, cuando el aroma de la
guandbana y la guanabana suplementados con a- terpineol se compararon entre si este ultimo fue
al menos dos veces mas atractivo para los picudos machos (74.99%) y hembras (71.66%) (Figura
1).
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Figura 4. Cromatogramas representativos de los efectos de alimentacion e inanicion sobre la
liberacion de a-terpineol por Optatus palmaris (a), Aumento de la produccion de a-terpineol después
de que los machos de O. palmaris se alimentan de guanabana. (b), Disminucion de la produccion de a-
terpineol después de que los machos de O. palmaris dejaran de alimentarse de guandbana.
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El analisis de CG-EM de la fraccién volatil retenida por aireacion dinamica y
microextraccion en fase solida de frutos de guanabana, detectd una gran cantidad de picos
cromatograficos. Solo algunos de ellos mostraron una coincidencia de identificacion buena con
la biblioteca NIST (> 75%). Se identificaron un total de 16 compuestos, incluidos mono y
sesquiterpenoides, aldehidos, acidos grasos, una cetona y un alcohol. No obstante, tres

compuestos, D-limoneno, s-cariofileno y nonanal fueron confirmados con estandares.
1.6 DISCUSION

En la naturaleza, los mensajeros quimicos constituyen el lenguaje de la comunicacion
dentro y entre reinos (Beck et al., 2017a). Varias de estas sefiales quimicas poseen un caracter
volatil, produciendo respuestas fisioldgicas o de comportamiento en el organismo receptor (Beck
et al., 2017b). Los volatiles que determinan las interacciones intraespecificas se denominan
feromonas. Dependiendo del resultado conductual, se pueden categorizar como feromonas
sexuales, de agregacion, de alarma, de ataque o epidicticas, entre otras (Nandagopal et al., 2008).
Actualmente, estos compuestos volatiles, cuando se usan en combinacién con trampas, detectan,
monitorean y controlan las plagas de insectos de manera eficiente y efectiva (Sharma et al.,
2019).

En una era en la que la resistencia a las estrategias de control convencionales y a los
productos quimicos por parte de microbios e insectos aumenta continuamente, las alternativas se
vuelven esenciales para garantizar la seguridad alimentaria. Existen varios casos exitosos de
control en este contexto, especialmente en insectos lepidopteros y curculiénidos, con
semioquimicos (Haenniger et al., 2020; Azuara-Dominguez et al., 2014). En esta investigacion,
los compuestos volatiles que median el comportamiento de alimentacion del picudo de las
anonéceas (Optatus palmaris) fueron analizados por su uso potencial en el manejo de este
insecto plaga. La primera etapa experimental mostré una alta preferencia por parte de los picudos
machos y hembras por el aroma de la guandbana y los machos que se alimentan de esta fruta.
Nuestra investigacion mostré que los picudos usan los voléatiles de la guanabana para encontrar
alimento basandose en la atraccion por el aroma de la guanabana; este comportamiento se
asemeja al comportamiento causado por el olor de una kairomona (Bruce et al., 2005). Sin
embargo, los compuestos volatiles de la planta hospedante no son la Unica sefial que se usa para

la localizacion de alimento o de la pareja, como se observa en algunas especies de picudos. Por
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ejemplo, las feromonas de agregacion producidas por los machos atraen y agrupan a machos y
hembras de la misma especie hacia la fuente de alimento para la alimentacion y el apareamiento
(Tewari et al., 2014). EI mismo comportamiento se registrd en los ensayos de olfatometria, ya
que los machos que se alimentaban estimulaban una mayor preferencia por el aroma, en
particular por parte de los picudos machos, en comparacion con cualquier otra fuente de olor
(Figura 1). La menor preferencia por hembras alimentandose corroboré ain mas los resultados.
La atraccion del picudo a este tratamiento podria deberse Gnicamente a los volatiles de la
guanabana, como lo demuestra la comparacién de los valores de atraccion de las hembras que se
alimentan y la guanabana probada frente al aire (Figura 1). En el caso de las hembras, incluso si
se observaron diferencias no significativas entre las preferencias por machos alimentandose o
solo a los volatiles de guanabana, la atraccién por machos alimentandose mostré una tendencia a
ser mas preferida. Sin embargo, los valores observados también indicaron que las hembras
poseen un alto uso de los compuestos volatiles del hospedante para localizar alimento. En este
sentido, se ha reportado que los picudos hembras localizan su planta hospedante utilizando varias
sefiales volétiles, incluidas la kairomona y las feromonas de agregacion (Wang et al., 2020;
Webster y Cardé, 2016).

El comportamiento observado de los insectos sugirid la conveniencia del analisis quimico
de los volatiles. En varias especies de picudos, las feromonas de agregacién son moléculas que
contienen diez carbonos o menos (Azuara-Dominguez et al., 2014; Esparza et al., 2013;
Showler, 2006). Debido a esto, se eligieron dos tipos de fibras de microextraccién en fase solida
(MEFS) para capturar volatiles en el rango de 40-275 g mol™, la primera de polidimetilsiloxano
(PDMS) y otra de carboxeno/divinilbenceno/PDMS. Los experimentos de aireacién dindmica
(AD) complementaron los datos de MEFS. Los analisis cromatograficos de todas las fracciones
volatiles proporcionaron un pico cromatografico distintivo, altamente amplificado sélo en los
machos que se alimentan. Es decir, un metabolito de baja concentracion producido por grupos de
machos que no se alimentan, pero que en promedio se incrementa 15 veces cuando los machos se
alimentan de guanabana. Este metabolito se identific6 como a-terpineol, un monoterpenoide

vegetal comun.

Se ha reportado que algunos insectos pueden secuestrar los metabolitos de la planta

hospedante para la defensa directa o indirecta o como moléculas de comunicacion (Erb y Robert,
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2016). Sin embargo, en la composicion volatil de la guanabana, los anélisis por CG-EM no
detectaron a-terpineol (limite de deteccion= 2.10 ng pL™), en la composicion volatil de la
guanabana. Se descarté la produccién de este metabolito por los frutos de guandbana luego de los
dafios causados por la alimentacion de los picudos, ya que los perfiles cromatogréficos de las
hembras que se alimentan de guanabana tampoco mostraron a-terpineol. Por lo tanto, debe
ocurrir la sintesis de novo por el picudo de las anonaceas. En comparacion con los miles de
terpenoides detectados en las plantas, estos metabolitos se encuentran sélo en nueve ordenes de
insectos (Beran et al., 2019). Por lo tanto, la cantidad total de terpenoides producidos por
insectos representa menos del 1% de todos los terpenos que se encuentran en la naturaleza (Zhao
et al., 2018). El coledptero al que pertenece el picudo de las anonaceas es uno de estos nueve
6rdenes capaz de sintetizar de novo terpenoides (Beran et al., 2019). Ejemplos especificos de
insectos que producen terpenoides como componentes de feromonas de agregacion en la familia
Curculionidae son Anthonomus eugenii, Anthonomus musculus, Anthonomus rubi, y Anthonomus
grandis (Cross et al., 2006; Eller et al., 1994; Hardee, 1974); estos insectos atacan el chile, el
arandano, las flores de fresa y los cuadros o botones florales de algodon, respectivamente. Sus
feromonas de agregacion contienen terpenoides como acido geranico, geraniol, grandlure 11, 111,
IV y lavandulol (Cross et al., 2006; Eller et al., 1994; Hardee, 1974). Es més, Curculio caryae
utiliza algunos de estos compuestos en proporciones variables, como feromona de agregacion
(Hedin et al., 1997). Hasta donde sabemos, el a-terpineol esta presente solo en el escarabajo
cerambicido Megacyllene caryae como uno de los siete componentes de su feromona de
agregacion (Mitchell et al., 2018; Lacey et al., 2008). Por lo tanto, este es el primer informe de
que el a-terpineol se produce potencialmente como un componente de feromona de agregacion

en la familia Curculionidae.

Ademas, un conjunto de experimentos de alimentacion inversa mostré un incremento-
decremento de a-terpineol relacionado con el comportamiento de alimentacion del picudo de las
anonéaceas. Estos resultados respaldaron ain mas que este metabolito actia como una feromona
de agregacion (Tewari et al., 2014; Miller y Buchbauer,2011; Tinzaara et al., 2002) (Figura 4).
Ademas, durante las recolecciones de insectos, las observaciones en el campo también
confirmaron que la guanabana sirve como sitio de copulacién y alimentacion para este picudo.
Este comportamiento en el campo corresponde al patron de comportamiento tipico de los

insectos bajo un efecto de feromonas de agregacion (Tewari et al., 2014).
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Sin embargo, el a-terpineol no mostrd un fuerte efecto de atraccion hacia machos o
hembras cuando se probé individualmente contra el aire. Los valores de atraccion de este volatil
rondaron el 60% para ambos sexos. Ademas, la solucion probada actué como repelente cuando la
concentracion aumentd por encima de 10 ng pL. El efecto repelente fue evidente a 100 ng pL:
debido a que todos los especimenes, independientemente del sexo, seleccionaron el brazo de aire
del olfatometro “Y” o salian de éste. Este comportamiento no indica una preferencia por el aire,
sino que sugiere un escape de la corriente de aire concentrada con a-terpineol. El efecto anti-
agregacion relacionado con la concentracion del a-terpineol puede funcionar de la siguiente
manera: cuando no hay suficiente espacio para alimentarse y aparearse debido a la alta densidad
de insectos en una fruta o arbol, una alta concentracion de a-terpineol del grupo de machos del
picudo sefiala a otros conespecificos la falta de disponibilidad de espacio (Tewari et al., 2014).
Los efectos antiagregacion mitigan la competencia intraespecifica por la alimentacién y el
apareamiento (Stelinski et al., 2007). Por lo tanto, utilizando un solo compuesto, cuya funcién

depende de su concentracidn, representa una estrategia ventajosa de ahorro de energia.

El efecto de atraccién relativamente bajo observado del a-terpineol (60%) indicd que el
efecto de agregacion sefialado por la alimentacién de los machos también dependia de otros
compuestos volatiles. Como se mencioné anteriormente, los analisis de CG-EM descartaron la
posibilidad de otro compuesto que complemente el efecto de atraccién de la feromona de
agregacion. La combinacion de a-terpineol con volatiles de guanabana exploré una segunda
posibilidad. La mezcla atrajo alrededor de un 40% mas que solo el a-terpineol cuando se desafi6
contra el aire. Ademé&s, en un ensayo de doble eleccion, los volatiles de guanabana
suplementados con a-terpineol desafiados solo contra volatiles de guanabana fueron dos veces

mas atractivos para los picudos machos y hembras.

Investigaciones previas reportaron que los volatiles de la planta hospedante mejoran la
actividad de algunas feromonas de insectos (Landolt y Phillips, 1997). En este sentido, la
interaccion de compuestos volatiles de la planta hospedante e insectos y su repercusion en la
atraccion resultante se ha estudiado considerablemente en Coleoptera (Beran et al., 2019). Por
ejemplo, en el picudo del algodonero (A. grandis), las capturas en trampas aumentaron
significativamente cuando su feromona de agregacion se combiné con trans-2-hexen-1-ol, cis-3-

hexen-1-ol o 1-hexanol; compuestos emitidos por las plantas de algodén (Dickens, 1989). El

35



mismo efecto ocurrié en trampas cebadas con la feromona de agregacion del picudo de la ciruela
y benzaldehido, un volatil frutal (Pifiero y Prokopy, 2003; Pifiero et al., 2001). De manera
similar, los volatiles de la planta hospedante sinergizaron la respuesta del picudo rojo de las
palmas (Rhynchophorus ferrugineus), el picudo negro del cocotero (Rhynchophorus palmarum),
y el picudo del agave (Scyphophorus acupunctatus) (Cruz et al., 2019; Hallet et al., 1999). Estos
efectos no se limitan a las plagas agronomicas de los cultivos, sino que también se extienden a
los insectos forestales. Las capturas de trampas cebadas con la feromona de agregacion de
Dendroctonus ponderosae aumentd considerablemente (de 5 a 13 veces) cuando se combina con

compuestos volatiles de pino (Borden et al., 2008).

Por lo tanto, confirmamos que el o-terpineol es un compuesto volatil vinculado al
comportamiento de alimentacion de los machos del picudo de las anonaceas. Ademas, este
volatil se utiliza como feromona de agregacion, cuyos volatiles de la planta hospedante mejoran
su efecto. Es posible que se requiera corroboracion en ensayos de campo adicionales, pero estos
resultados resaltan el potencial del uso de semioquimicos asociados con el comportamiento de

alimentacion picudo de las anonaceas para su manejo y control.

Sin embargo, incluso si el analisis de CG-EM de la fraccion volatil de frutos de guandbana
detectd una gran cantidad de picos cromatograficos, sélo algunos de ellos mostraron una buena
coincidencia de identificacion con la biblioteca NIST. Solo tres compuestos, D-limoneno, -
cariofileno y nonanal se confirmaron con compuestos estandares. Ademas, no hubo criterios
claros de seleccion para la seleccion de volatiles de guandbana especificos para experimentos
combinatorios adicionales. Ademas, incluso si se identifica, D-limoneno y g-cariofileno son
compuestos generales que se encuentran en varias especies de plantas (Hartsel et al., 2016;
Erasto y Viljoen, 2008), lo que los convierte en compuestos no especificos de la guanabana.
Estos hallazgos sugieren la necesidad de desarrollar un enfoque especifico para la caracterizacion
de la kairomona del picudo de las anonéceas. Esto, especialmente para determinar compuestos

especificos y proporciones que mejoren la atraccion de las feromonas de agregacion.
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CAPITULO Il. DETERMINACION QUIMIOMETRICA DE LOS COMPONENTES DE
LA KAIROMONA DEL PICUDO DE LAS ANONACEAS, Optatus palmaris (PASCOE,
1889)

2.1 RESUMEN

El género Annona estd compuesto por diversas especies, con distribucién en América Latina,
entre ellas destaca la guanabana (Annona muricata) debido a que posee el tamafio de fruta mas
grande del género, ademas, su valor comercial ha aumentado debido a sus mdltiples efectos
benéficos sobre la salud humana. A pesar de la importancia econémica de la guanabana y su alto
potencial como agente nutracéutico, su produccién es limitada por diversos problemas
fitosanitarios, entre los que se encuentra el picudo de las anonaceas (Optatus palmaris), que
ocasiona dafios severos en el fruto, lo cual incluye cascara y pulpa, que resulta finalmente en el
desprendimiento prematuro del fruto del arbol. Las estrategias de manejo hasta ahora
implementadas no han sido suficientes para mitigar el dafio causado por esta especie. Por lo
tanto, investigacion sobre estrategias alternativas y complementarias de manejo y control
comenzaron a ser objeto de estudio. Uno de estos enfoques incluye el uso potencial de
semioquimicos para monitorear y controlar esta plaga. Anteriormente, se comprob6 el papel del
a-terpineol como feromona de agregacion en O. palmaris; ademas, se demostrd que la fraccion
aromatica de la guandbana aumenta la atraccion del a-terpineol de especimenes machos y
hembras de O. palmaris. Sin embargo, no se identificaron compuestos volatiles especificos ni se
correlacionaron con el efecto de atraccion del aroma de la guandbana hacia los picudos. Asi, este
estudio trata sobre la determinacion de compuestos volatiles emitidos por frutos no dafiados a
través de su desarrollo fenoldgico y preferencia por el picudo de las anonaceas. Los datos
quimicos y biolégicos se combinaron y abordaron mediante métodos quimiométricos para
determinar los posibles volatiles involucrados en la ubicacion de los frutos de guandbana y la
potenciacion de la feromona de agregacion de O. palmaris. Pruebas de olfatometria mostraron la
alta preferencia de hembras y machos a frutos en madurez fisiologica. Los volatiles asociados a

la preferencia por dichos frutos fueron principalmente benzotiazol y S-cariofileno.

Palabras clave: benzotiazol, g-cariofileno, olfatometria.
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2.2 ABSTRACT

The genus Annona is composed of several species, with distribution in Latin America, among
them, soursop (Annona muricata) outstands because of its bigger size compared with other
Annona species. Moreover, it possesses great commercial value and several benefits over human
health. However, its production is limited by several phytosanitary problems. One of these
problems is the Annonaceae weevil (Optatus palmaris), which causes severe damage to the fruit.
This results in the detachment of the fruit from the soursop tree. Furthermore, the management
strategies implemented so far have not been sufficient to mitigate the damage caused by this pest.
Because of this, research dealing with alternative management and control strategies started to be
of interest for the scientific study. One of these approaches is the potential use of semiochemicals
for pest monitoring and control. Previously, o-terpineol was determined as the aggregation
pheromone of O. palmaris, additionally, its potentiation by the soursop aroma was also
demonstrated. Nonetheless, there was still a lack of the punctual identification of volatile
composing the kairomone used by O. palmaris to locate its plant host. Thus, this research deals
with the identification of volatile produced by non-damaged soursop fruits through their
phenological development and their effect over the insect preference. The chemical and
biological data were approached by chemometrics to determine such volatiles. Olfactometry test
determined that both male and female weevils significantly prefer fruits which have reached
physiological maturity. The two most correlated volatile to such preference were benzothiazole

and f-caryophyllene.

Keywords: benzothiazole, p-caryophyllene, olfactometry.
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2.3 INTRODUCCION

El género Annona esta compuesto por alrededor de 120 especies, todas ellas son arboles
frutales tropicales de los cuales sélo el siete por ciento de ellos se utilizan con fines comerciales
(Hernandez-Vidal et al., 2014). Entre ellas, la chirimoya (Annona cherimola), la anona (Annona
squamosa), la atemoya (Annona x atemoya) y la guanabana (Annona muricata) son las especies
de mayor importancia econdémica (George y Nissen, 2003). Sin embargo, la guanabana posee el
tamafo de fruta mas grande del género; el peso de una sola fruta varia de 1 a 10 kg,
aproximadamente, y 4 kg como peso promedio por fruta (Padmanabhan y Paliyath, 2016). Hasta
el 85 % del fruto entero estd compuesto por pulpa blanda blanca, la cual puede ser consumida
directamente o utilizada para la elaboracion de mermeladas, dulces, bebidas y otros productos
(Jiménez-Zurita et al., 2017). Ademas, el valor comercial de la guanadbana ha aumentado debido
a sus multiples efectos benéficos sobre la salud humana (Ojeda et al., 2007; Solis-Fuentes et al.,
2010; Padmanabhan y Paliyath, 2016; Guimaraes et al., 2022).

No obstante, a pesar de la importancia econémica de la guanabana y su alto potencial como
agente nutracéutico, su produccion enfrenta varios desafios fitosanitarios. Dichos desafios
incluyen algunas enfermedades asociadas a microorganismos como Colletotrichum
gloeosporioides, Prinomerus anonicola, Phomopsis anonacearum y Botryodiplodia theobromae.
Sin embargo, s6lo afectan principalmente a flores y frutos jovenes en condiciones especificas de
alta humedad y temperatura (Pennisi y Agosteo, 1994; Zarate-Reyes,1995; Badrie y Schauss,
2010). También existen insectos barrenadores de frutos (Cerconota anonella), de semillas
(Bephratelloides maculicollis) y de tallos (Cratosomus spp.), entre otros (Badrie y Schauss,
2010). En México, una de las principales plagas de los frutos de guanabana es Bephratelloides
cubensis, la cual produce orificios en la superficie del fruto al entrar a ovipositar en las semillas,
dafio que disminuye la calidad del fruto, especialmente para el comercio internacional
(Hernandez-Fuentes et al., 2008), aunque no es lo suficientemente grande como para descartar la
fruta entera, que puede venderse localmente o utilizarse para la obtencion de pulpa.
Contrariamente, este no es el caso del picudo de las anonaceas (Optatus palmaris), que causa
dafios considerables en cascara y pulpa del fruto, que resulta finalmente en el desprendimiento

prematuro de éste del arbol (Hernandez-Fuentes et al., 2017).
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Adicionalmente, el control quimico no es suficiente para mitigar el dafio causado por el
picudo de las anonaceas (Hernandez-Fuentes et al., 2021). Por lo tanto, la investigacion sobre
estrategias alternativas y complementarias de manejo y control comenzaron a ser objeto de
escrutinio. Uno de estos enfoques incluye el uso potencial de semioquimicos para monitorear y
controlar esta plaga de insectos. Recientemente, se comprob0 el papel del o-terpineol como
feromona de agregacion en el picudo de las anonaceas; ademas, se demostré que la fraccion
aromatica de la guandbana aumenta la atraccion del a-terpineol de especimenes machos y
hembras de O. palmaris (Pineda-Rios et al., 2021). Sin embargo, no se identificaron compuestos
volatiles especificos ni se correlacionaron con el efecto de atraccion del aroma de la guanabana
hacia los picudos. En este contexto, se han realizado varios estudios sobre la fraccion volatil de
la guanabana, teniendo como resultado a los ésteres como los principales componentes del aroma
de la guanabana (Lako et al., 2007). No obstante, todos estos estudios se han realizado sélo en
materiales de pulpa (Pino et al., 2001; Cheong et al., 2010; Cheong et al., 2011a; Galvao et al.,
2017; Wongkaew et al., 2021). Ademas, otros estudios de volatiles se centran en la produccion
de volatiles después de la maduracién postcosecha (Marquéz-Cardoso et al., 2012; Padmanabhan
y Paliyath, 2016). Por tanto, considerando el mecanismo de ubicacion natural de los frutos de
guanabana por el picudo de las anonaceas, se consider6 conveniente realizar un estudio sobre los

volatiles liberados por los frutos no dafiados.

Asi, este estudio trata sobre la determinacion de compuestos volatiles emitidos por frutos
no dafiados a través de su desarrollo fenoldgico y su preferencia por el picudo de las anonaceas.
Ademas, los datos quimicos y biolégicos se combinaron y abordaron mediante métodos
qguimiométricos para determinar los posibles volatiles involucrados en la ubicacion de los frutos

de guanabana y potenciacion de la feromona de agregacion de Optatus palmaris.
2.4 MATERIALES Y METODOS
2.4.1. Material vegetal

Durante septiembre de 2021 se recolectaron flores y frutos de guanabana en un huerto
ubicado en la localidad de Las Varas, municipio de Compostela, Nayarit, México (21°6’
13.572”, -105°9” 52.2”). Se seleccionaron flores maduras completas, sin dafio, de coloracion

amarillo-verdoso y con sepalos abiertos. Los frutos fueron seleccionados con base en su estado
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de desarrollo, tamafio y maduracion; ademas se verificd que no presentaran dafios externos
ocasionados por plagas, enfermedades o algun otro agente bidtico o abidtico. Se definieron
cuatro grupos de frutos, diferenciados principalmente por tamafio (longitud y ancho), peso,
coloracion y desarrollo de protuberancias estilares. Se determind la media y error tipico de la
media para cada uno de los datos cuantitativos de los grupos de guanabana. Los frutos de menor
tamano (G1), denominados “cepillos”, presentaron una longitud promedio de 5.87 + 0.565 cm,
ancho de 5.79 + 0.480 cm y 20.73 £ 4.200 g de peso (n=121). Los frutos G2 fueron de
dimensiones mayores que el G1, con longitud de 10.35 + 0.608 cm, ancho de 10.50 £ 0.707 cm y
de 129.75 £1 3.389 g (n=20). El grupo de frutos G3 tuvo una longitud promedio de 13.4 + 0.380
cm, ancho de 12.58 + 0.335 cm y peso de 317.51 + 28.091 g (n=8). El grupo de frutos en
madurez fisioldgica (G4) presentaron una longitud promedio de 21.01 + 0.447 cm, ancho de
18.27+0.420 cm y 687.169+38.683 g de peso. La coloracion de frutos varié desde verde intenso
para “cepillos”, hasta verde amarillento de frutos en madurez fisiolégica. En frutos G1 se
presentaban protuberancias estilares poco definidas, poco desarrolladas y aglomeradas. Estas
incrementaban gradualmente de tamafio y eran mas dispersas conforme se incrementa el tamafio

del fruto, de tal manera que los de mayor tamafio y separacién eran las de frutos G4.

Las flores y frutos fueron desprendidos utilizando una navaja con la finalidad de realizar
un solo corte en el pedicelo y pedinculo, respectivamente. La totalidad de ambos 6rganos
vegetales fueron envueltos en papel absorbente y depositados en hielera con geles refrigerantes

para su transporte a laboratorio.
2.4.2. Recoleccidn de insectos y cria

Se recolectaron de manera manual insectos de edad y estado de apareamiento desconocido.
Los especimenes se transportaron en recipientes de plastico provistos con orificios para la
oxigenacion. En laboratorio, los insectos fueron separados por sexo, con base en las
caracteristicas morfoldgicas descritas por Champion (1907) y colocados en jaulas entomoldgicas
con segmentos de guandbana para su alimentacién. Las condiciones de cria fueron 25 + 2 °C, 60

- 70% de humedad relativa y fotoperiodo de 12:12 h (luz:obscuridad).
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2.4.3. Coleccion de volatiles

La recolecta de volatiles emitidos por flores y guanabanas G1-G4 se llevo a cabo mediante
la técnica de “headspace” o espacio de cabeza, bajo la modalidad de aireacion dinamica (AD). El
material de vidrio empleado se lavo en la siguiente secuencia: Extran®, agua destilada, acetona,
diclorometano y hexano; posteriormente se mantuvo en el horno a 300 °C por 3 h.

El material vegetal se coloco sobre una base (14.2 x 22.7 cm) de alambre de acero
inoxidable, a una altura de 4.6 cm de la parte inferior del sistema de AD. En promedio 660 g de
fruto para cada estado de desarrollo y 250 g de flores, por separado, fueron utilizados para la
recolecta de los compuestos organicos volatiles (COV’s). El sistema de AD corresponde a un
disefio horizontal de 14 L de capacidad, conformado por un cilindro central y unido a éste, en
cada extremo, dos embudos empotrables. Para el arrastre de COV's, se produjo un flujo de aire
con una bomba de vacio (ELITE 802®, Colchester, VT, EE. UU.), el cual fue direccionado por
manguera de PVC libre de volatiles (Nalgene®, Rochester, NY, EE. UU., PVC 180, DI de
3/16”) hacia un cartucho con 50 mg de Tenax® (60/80, Baltimore, MD, EE. UU.) para ser
filtrado. El flujo de aire que ingresd al sistema fue de 0.330 L mint, el cual fue controlado con
un flujometro (GILMONT®, Londres, Reino Unido) y calibrado con un flujometro manual de
vidrio (Hewlett-Packard). La recoleccién de volatiles se realiz6 durante 4 h.

Para la captura de volatiles se us6 un cartucho con 50 mg de Tenax® (60/80) como
absorbente y 20 mg de fibra de vidrio en cada extremo. Todos los cartuchos se lavaron
previamente con 5 mL de hexano y se dejaron secar en campana de extraccién, posteriormente se
hornearon a 300 °C durante 3 h. Posterior a la absorcion, los cartuchos se eluyeron con 350 uL
de hexano de grado HPLC. Finalmente, se adicionaron 50uL de hexano. Los blancos
consistieron en la elucion de cartuchos conectados al sistema de AD vacias. Se realizaron cuatro

réplicas para cada grupo.
2.4.4. Cromatografia de gases — Espectrometria de masas (CG-EM)

Los extractos volatiles se analizaron con un cromatografo de gases HP-6890 acoplado a un
detector selectivo de masas (DSM) de tipo cuadrupolo simple HP-5973. EIl sistema CG-EM
estaba equipado con una columna HP-5MS (30 mx 0.250 mm de didmetro interno y 0.25 um de
espesor de fase estacionaria, J&W Science, Folsom, CA, EE. UU.) para la separacion de

muestras. Se utiliz6 helio (99.999% de pureza) como gas acarreador a flujo de 1 mL mint. Para
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la separacion de los compuestos se utilizd un programa con rampas de temperatura. EI horno se
programd para comenzar a las 60 °C y se mantuvo durante 1 min, luego aumento 4 °C/min hasta
102 °C por 1 minuto. Posteriormente, la temperatura volvid a incrementar a 6 °C/min hasta 175
°C y se mantuvo durante 1 min. Se incrementd la temperatura 5 °C/min hasta 192 °C,
manteniéndose 1 min en espera. Finalmente, la temperatura aumenté 6 °C / min hasta 270 °C,
con tiempo de espera de 1 min. El puerto de inyeccion se establecio en 250 °C en modo splitless
(sin division de muestra). El volumen de inyeccion fue de 1 pL y se utiliz6 un “liner” de 2 mm
de DI. La fuente de iones y la temperatura del cuadrupolo del DSM fueron 230 °C y 150 °C,
respectivamente. La temperatura de la linea de transferencia fue de 280 °C. La energia de
ionizacion en modo IE fue de 70 eV y los datos de masa se adquirieron en el modo SCAN (30 -
550 m/z). Como estandar interno se adiciono a cada extracto 50 pL de g-ionona, a concentracion
de 27 ng uLt. La identificacion cromatografica de picos fue realizada comparando sus espectros
de masas con los de la biblioteca NIST (version 2014) y comparando su tiempo de retencion y el

espectro con el de los estandares.
2.4.5. Olfatometria

Se evalud, mediante series de experimentos de eleccion por pares, la respuesta
comportamental de hembras y machos adultos de O. palmaris a compuestos volatiles emitidos
por flores y frutos G1-G4. Se utiliz6 un olfatémetro de vidrio de borosilicato tipo “Y” con brazo
principal de 12 cm de longitud, 2.5 cm de didmetro interno (DI); brazos de eleccion 10 cm de
largo, 2.5 cm de DI, separados en un angulo de 45°. Para el arrastre de COV’s, las fuentes de
olor (flores y frutos G1-G4), se colocaron por separado en camaras herméticas, libres de
volatiles, de 3.4 L, conectadas con mangueras (Nalgene®, Rochester, NY, EE. UU., PVC 180,
DI de 3/16”) a los brazos del olfatdbmetro. Las camaras fueron cubiertas con papel negro mate
para evitar interferencia visual. Las cantidades de material vegetal y flujo de aire de arrastre
fueron las mismas que para AD. El acondicionamiento del cuarto de bioensayo, colocacion del
olfatobmetro y evaluacion de pruebas se realizO como en Pineda-Rios et al. (2021). Las

combinaciones evaluadas se presentan en el Cuadro 1.
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Cuadro 1. Combinaciones de fuentes de olor utilizadas en ensayos de olfatometria. Se utilizaron en cada
tratamiento 650 g de fruto y 250 g de flores.

Ensayo Brazo 1 Brazo 2
Dos fuentes de olor Flor G4
Una fuente de olor Aire Gl
Aire G2
Aire G3
Aire G4

Los insectos evaluados permanecieron sin alimento por 24 h antes del inicio del bioensayo.
Grupos de 15 machos o 15 hembras, por separado y de manera individual, se probaron para
determinar su preferencia a fuentes de olor especificas. Cada grupo se considerd una repeticion y
para cada fuente de olor se tuvieron cuatro repeticiones (120 insectos evaluados). Los brazos del
olfatdbmetro se rotaron cada cinco insectos para evitar efectos de posicion en la seleccién del
brazo. Ademas, el olfatdbmetro se reemplazé cada dos repeticiones para evitar la interferencia de
olor residual. Antes de comenzar las pruebas de olor, se uso el aire en ambos brazos para
verificar que no hubiera una seleccion especifica causada por reflejos de luz o volatiles
remanentes en el sistema. Se seleccionaron y prepararon cuatro grupos de 20 insectos (machos o
hembras) para probar un tratamiento completo o una comparacion. Los insectos ya utilizados se
alimentaron y se dejaron recuperar durante 48 h. Los insectos recuperados se mezclaron con
otros insectos no utilizados y se seleccionaron nuevamente al azar para formar cuatro nuevos
grupos de prueba. Los valores porcentuales de seleccion se calcularon sélo a partir de los
insectos que respondieron (15 insectos). No obstante, también se registrd e informo el porcentaje
de insectos que no respondieron. Finalmente, los datos se registraron como el porcentaje de
picudos que seleccionaron una fuente de olor especifica. Los datos representaron el promedio de

eleccion de cuatro réplicas + error estandar.
2.4.6. Analisis estadistico

Los datos de los diferentes experimentos se sometieron a pruebas de normalidad y

homogeneidad de varianza. Para los ensayos de olfatometria, de una fuente de olor vs. aire, se
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utiliz6 un ANOVA de una via, seguido de una prueba de Tukey (o = 0.05). Los ensayos de
olfatometria que compararon dos fuentes de olor simultdneamente se analizaron mediante una
prueba de G. Asimismo, para determinar la independencia de eleccion de frutos basada en el
sexo, se realizé la prueba de Chi cuadrada. El andlisis post hoc se realiz6 con correccion de
Bonferroni (datos de olfatometria sin respuesta). Las diferencias estadisticas entre los picudos
que no respondieron se determinaron con una prueba ANOVA. Todos los andlisis se realizaron
en el software R (R Core Team, 2020).

2.4.7. Andlisis Multivariado

El conjunto de muestras se analizé primero mediante analisis de componentes principales
(PCA, por sus siglas en inglés) para buscar la diferenciacion volatil en frutos de guanabana a
través de cuatro estados de madurez, y entre flores de guanabana y frutos maduros. Los datos
fueron centrados en la media y los modelos fueron escalados por Pareto. Se construyd un analisis
discriminante de proyeccion ortogonal a estructuras latentes (OPLS-DA, por sus siglas en
inglés), para explorar diferencias puntuales entre flores de guandbana y sus frutos maduros. Los
metabolitos asociados a diferencias entre érganos fueron aquellas variables con valor de p-corr >
4 en el S-plot. Ademas, se construyeron modelos de proyeccion ortogonal a estructuras latentes
(OPLS, por sus siglas en inglés) para determinar las correlaciones entre la fluctuacion volatil y el
grado de madurez de los frutos de guanabana y su preferencia por especimenes hembras y
machos de O. palmaris. Todos los modelos OPLS fueron escalados por Pareto. El grado de
madurez y el porcentaje de atraccion por los picudos de O. palmaris se establecieron como
variables Y en los modelos. Los modelos fueron validados por permutacion (100 permutaciones,
considerando un Q? > 0.40 y por prueba de CV-ANOVA (p < 0.05). Los volatiles
correlacionados con cada variable Y se determinaron mediante la importancia de la variable para

la gréfica predictiva de proyeccion (VIPpred) (valor VIP > 1).
2.5 RESULTADOS Y DISCUSION

Las observaciones de campo indican que los especimenes del picudo de las anonaceas
(Optatus palmaris) se alimentan primero de las flores, pero cuando aparecen los frutos, se
desplazan preferentemente hacia ellos (Maldonado-Jiménez et al., 2014; Castafieda et al., 2009).

Esto fue confirmado por ensayos de olfatometria utilizando flores y frutas maduras como fuentes
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de olor desafiadas entre si. Las pruebas mostraron una preferencia significativa por frutos (G =
34.09, p < 0.0001 por hembras y G = 66.57, p < 0.0001 por machos). En el caso de los picudos
hembras, 78.33% + 4.19 de los ejemplares prefirieron frutos a flores. De manera similar, el
88.33% = 4.19 de los picudos machos probados prefirieron los frutos sobre flores. Sin embargo,
los valores de preferencia de los picudos hembras y machos no fueron estadisticamente diferente
(X2 = 291, p = 0.08773), lo cual significa que, la preferencia por frutos sobre flores es
independiente del sexo del picudo (Figura 1). Esto indica que la mezcla kairomonal que es
producida por frutos es mucho mas atractiva que la expedida por flores. De esta forma, una
diferenciacion entre el aroma de los dérganos debe provocar preferencia hacia los frutos de

guanébana.

En este sentido, el analisis por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas
mostro la presencia de varios tipos de compuestos volatiles en estos materiales. En general, la
fraccion volatil de los frutos y flores de guandbana incluy6 &cidos organicos, aldehidos, alcanos,
alquenos, monoterpenos, sesquiterpenos, cumarinas, derivados aromaticos, compuestos que
contienen azufre y nitrogeno (Anexo 2). El analisis de componentes principales (PCA) de
volatiles de frutos y flores maduros de guanabana resulté en un modelo con dos componentes
principales (PC) que explican el 36 % de la variacion total del modelo (RX?cum = 0.36). Los
frutos se separaron de las flores a lo largo del PC1, que capturd el 21 % de la variacion total del
modelo; el PC2 captur6 el 15 % de la variacion total (Figura 2A). Esto confirmé la
diferenciacion volatil entre flores y frutos. Para obtener méas informacion sobre los efectos
especificos correlacionados a organos, se realizé un andlisis discriminante por proyeccion
ortogonal a estructuras latentes (OPLS-DA, por sus siglas en inglés) en el mismo conjunto de
datos. EI modelo confirmd la separacion observada previamente por PCA (Figura 2B). Ademas,
el modelo fue bien validado con un Q? = 0,73 y una p < 0.01 en las pruebas de permutacion y
CV-ANOVA, respectivamente. El grafico S del analisis OPLS-DA mostro que los frutos
maduros se diferenciaban de las flores por un mayor contenido de nerolidol, 4,4,5,7,8-pentametil
dihidrocumarina, cariofileno, 4,6,8-trimetil-1-noneno y a-muuroleno. Por otro lado, ademas de
menor contenido de los volatiles anteriores, las flores se diferenciaron de los frutos por contener

p-ocimeno, el cual no se detectd en los frutos (Figura 2C).
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Figura 1. Preferencia olfativa de hembras (color verde) y machos (color azul) de Optatus palmaris a
flores de guanabana retados contra frutos maduros (G4). Los datos representan el porcentaje de
seleccion de machos para un estimulo de olor (n = 4). Las barras negras horizontales indican valores de
error estandar. Los datos fueron analizados, por separado para ambos sexos, mediante una prueba de G
(G < 0,05), *** < 0.0001. Las barras blancas representan los valores promedio (n = 4) de insectos que
no respondieron en cada prueba de eleccion No hubo diferencias estadisticas entre los valores de
insectos que no respondieron en ningun conjunto de experimentos analizados (p> 0.05).

Con excepcion de 4,4,5,7,8-pentametil dihidrocumarina y 4,6,8-trimetil-1-noneno, los otros
volatiles se han detectado previamente en varios especimenes de la familia Annonaceae
(Ekundayo, 1989). No obstante, los volatiles correlacionados con diferencias entre dérganos
podrian no estar directamente correlacionados con la preferencia de los picudos hacia los frutos.
En este contexto, se llevd a cabo un segundo ensayo de olfatometria para evaluar la preferencia
del picudo de las anonéceas hacia frutos de guanabana en diferentes estados fenoldgicos. Los
estadios se denominaron G1 a G4, el dltimo estuvo compuesto por frutos maduros de guanabana.
Los ensayos mostraron que la preferencia de los picudos machos y hembras hacia las frutas
aumento a medida que aumentaba su madurez. En el caso de los picudos hembras no hubo
diferencia significativa en la preferencia del estadio G1 al G3, sin embargo, en el G4 hubo un
aumento significativo (F4,15 = 21.17, p < 0.0001) en la atraccion (Figura 3A). En el caso de los

picudos machos, se observo una tendencia de atraccion mas notoria a medida que aumentaba la
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madurez de los frutos. Es decir, G1 fue significativamente menos atractivo que G2, no hubo
diferencias significativas entre G2 y G3, pero G4 fue significativamente mas atractivo que G2 y
G3 (F4,15 = 47.03, p < 0,0001) (Figura 3B). Esta respuesta conductual indica una potencial de
diferenciacion volatil cualitativa y/o cuantitativa a través del desarrollo fenolégico en frutos de
guandbana. Adicionalmente se determin6 que la preferencia de O. palmaris hacia los diferentes
estados de desarrollo del fruto no depende del sexo (X_ 372 = 0.34655, p = 0.951).
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Figura 2. Analisis multivariado de volatiles emitidos por frutos y flores de guanabana (Annona
muricata L.). A), Andlisis de componentes principales de frutos maduros y flores de guanabana. B),
Proyeccién ortogonal a andlisis discriminante de estructuras latentes (OPLS-DA) de frutos maduros y
flores de guanabana. C), Gréafico S de OPLS-DA de frutas maduras y flores de guandbana: los puntos
rojos indican volatiles correlacionados con frutas y los azules con flores. El punto verde representa
benzotiazol.
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Figura 3. Preferencia olfativa de machos y hembras de Optatus palmaris hacia frutos de
guanabana en diferentes estados fenoldgicos. Los estados se denominaron G1 a G4. a)
preferencia de hembras por una sola fuente de estimulo frente al aire. b) preferencia de machos
por una sola fuente de estimulo frente al aire. Los datos representan el porcentaje de seleccién de
hembras y machos para un estimulo de olor (n = 4). Las barras negras horizontales indican
valores de error estdndar. Los tratamientos con las mismas letras no son significativamente
diferentes en una prueba de Tukey (p < 0.05). Las barras blancas representan los valores
promedio (n = 4) de insectos que no respondieron en cada prueba de eleccion. Los andlisis
estadisticos se realizaron por separado para los datos de machos y hembras.



Por lo tanto, para obtener mas informacién sobre la produccion volatil de frutos de
guandbana, se realiz6 un PCA con datos de compuestos volatiles obtenidos de diferentes etapas
de madurez. El anélisis arrojé un modelo con cuatro PC, que explico el 63 % de la variacion total
(R?Xcum = 0.63). El modelo necesitaba tres componentes para separar las muestras en el espacio
en cuatro estados de madurez. EI PC1 separo las muestras G4 del resto de las muestras y capturd
el 20 % de la variacion total del modelo. Las muestras G1, G2 y G3 separadas PC2 y PC3;

capturaron 20 y 12 % de la variacion total del modelo, respectivamente (Figura 4A).
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Figura 4. Analisis multivariado de datos de volatiles emitidos por frutos y flores de guanabana
(Annona muricata L.). A, Analisis tridimensional de componentes principales de volatiles de frutos de
guandbana coloreados segun su estado de maduracion. B, analisis de proyeccion ortogonal a
estructuras latentes (OPLS, por sus siglas en inglés) segln las etapas de maduracion de los frutos de
guandbana. C, Analisis OPLS para la correlacion entre los volatiles emitidos por frutos de guanabana
en diferentes etapas de maduracion y su preferencia por el picudo macho. D, Analisis OPLS para la
correlacion entre los volatiles emitidos por los frutos de guandbana en diferentes etapas de
maduracion y su preferencia por el picudo hembra. En ambos casos, la preferencia por los picudos
machos y hembras aumenta a medida que cambia la emision de volatiles a lo largo de las etapas de
maduracion.

La clara separacion de los frutos G4 del resto de los estados de madurez indicé un perfil
volatil mas diferenciado, lo que podria estar correlacionado con su mayor atraccion observada
previamente en ensayos de comportamiento. Asi, el modelo PCA mostré una diferenciacion

volatil de los frutos de guanabana durante su maduracion. Sin embargo, los grupos G1, G2 y G3
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menos separados también coinciden con su falta o bajas diferencias estadisticas en los valores de
atraccion. Por lo tanto, las diferencias en las emisiones de volatiles a través de las etapas de
madurez deben estar asociadas a diferencias cuantitativas menores méas que cualitativas, al

menos de G1 a G3. Por ello, el anélisis supervisado debe ayudar a aclarar tales variaciones.

En este sentido, para establecer un grado de correlacion entre la fluctuacion volatil y el
grado de madurez en frutos de guanabana, se realizd un analisis de proyeccion ortogonal a
estructuras latentes (OPLS, por sus siglas en inglés) en el mismo conjunto de datos; en este
modelo el grado de madurez se utilizo como variable cuantitativa “Y”. El modelo fue bien
validado (p < 0.01) y mostrd una buena correlacion (Q? = 0.74) entre las emisiones de volatiles y
el estado de madurez de los frutos de guanabana (Figura 4B). El grafico de importancia de
variables predictivas para la proyeccion (VIPpred) mostré que el benzotiazol, cariofileno, (E)-
4,8-dimetil-1,3,7-nonatrieno, 2,2,7,7-tetrametiloctano, diacetin glicerol, 4,4,5,7,8-pentametil
dihidrocumarina, p-elemeno, 3,7-dimetildecano y éster alilico de pentadecilo de acido oxalico
estan correlacionados con el aumento de la madurez de la guanabana (Figura 4C). Curiosamente,
(Figura 2C), el benzotiazol fue el volatil con mayor valor de correlacion con los efectos de
maduracion en frutos de guandbana, que no se encontrd6 en el grupo de volatiles mas
correlacionados con la diferenciacion entre fruto y flor (Figura 1C). Dicho valor de correlacion
fue alrededor de tres veces mayor que el cariofileno, que fue el segundo volatil mas
correlacionado con la madurez de la guanabana. Estos datos destacan la especificidad de la
correlacion del benzotiazol con la madurez del fruto y no a las diferencias generales entre
organos. Por el contrario, el cariofileno se correlaciond tanto con la diferenciacion de 6rganos
como con la etapa de madurez, lo que sugiere una multifuncionalidad potencial y una produccion

especifica de tiempo y espacio (Garagounis et al., 2021).

Para obtener mas informacién sobre la variacion volatil y la funcionalidad biolégica, el
analisis OPLS analizd la correlacion entre la fluctuacion volatil a través de las etapas de madurez
y su grado de atraccion hacia el picudo de las anonaceas. Los resultados mostraron que el grado
de atraccion se correlaciono con los cambios de volatilidad en los frutos, es decir, la atraccion de
picudos machos y hembras aumenta a medida que se incrementa la madurez que provoca
cambios en la produccién y emision de volatiles en los frutos de guanabana (Figura 4D y 4E). En

ambos casos los modelos fueron bien validados, para machos con Q2 = 0.70 y p < 0.01 y para
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hembras Q? = 0.75 y p < 0.01. Interesantemente, el valor de Q? para la atraccion de las hembras
fue mayor que el de los machos, lo que significa que, independientemente de las diferencias
estadisticamente significativas, el aumento en el grado de eleccion de la guanabana por etapa de
madurez y su correlacion con la fluctuacion volatil es linealmente méas correlacionada en
hembras que en machos. Es decir, la respuesta de las hembras a los volatiles de la planta huésped
es mas aguda que la de los picudos machos. Esto podria explicarse por el hecho de que las
hembras usan volatiles de la planta huésped para fines diversos més que solo alimentarse, por
ejemplo, ovipositar (Honda, 1995).

El grafico VIPpred mostro que el aumento del contenido de benzotiazol a través de la
maduracion de la guanabana se correlaciono6 con la preferencia del picudo de las anonaceas por
frutos maduros. Aunado a esto, varios volatiles correlacionados con la etapa de madurez también
estan correlacionados con la atraccién del picudo. Algunos ejemplos son cariofileno, (E)-4,8-
dimetil-1,3,7-nonatrieno, 4,4,5,7,8-pentametil dihidrocumarina y f-elemeno. Compuestos como
(E)-4,8-dimetil-1,3,7-nonatrieno y p-elemeno han sido reportados como volatiles importantes
para la ubicacion del huésped por el picudo del chile (Anthonomus eugenii) (Addesso et al.,
2011; Bautista-San Juan et al., 2019), ademas del cariofileno como atrayente para el picudo del
algodonero (Anthonomus grandis) (Magalhdes et al., 2018). Asi pues, la doble correlacion de
estos volatiles, tanto con madurez y atraccién, refuerza la correlacion entre grado de madurez
frutal y el grado de preferencia por picudos a frutos mas maduros. Por otro lado, la atraccion
también se correlaciond con volatiles especificos como 1,5-di-terc-butil-3,3-dimetil-
biciclo[3.1.0]hexan-2-ona, 3-hidroxi-2,4,4- trimetilpentil éster &cido 2-metil-propanoico y 3,7-
dimetildecano. Sin embargo, cabe recalcar que el benzotiazol fue el volatil mas correlacionado
con la atraccion de los picudos de ambos sexos. Este volatil ha sido detectado en frutos de litchi,
mango, guayaba, papaya, toronja, rambutan, durian (Johnston et al., 1980; Engel y Tressl 1983;
Clery y Hammond, 2008; Ulrich y Wijaya 2010; Cheong et al., 2011b; Ong et al., 1998; Peng
2019) e incluso en la anonacea chirimoya (ldstein et al., 1984). No obstante, el benzotiazol ha
sido asociado Unicamente a efectos antioxidantes (Dong et al., 2019; Djuidje et al., 2022). En
este contexto, el valor de correlaciéon alto del benzotiazol y la correlacion mas baja de otros
compuestos sugieren por primera vez que el picudo de las anonaceas usa principalmente

benzotiazol para ubicar a sus plantas hospedantes. No obstante, otros volatiles pueden ser
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secundarios para la atraccion principal del picudo o dan un reconocimiento de sefial mas

especifico.
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CONCLUSION GENERAL

La comunicacién quimica entre especimenes del picudo de las anonaceas (Optatus
palmaris) esta mediada por una feromona de agregacion (a-terpineol), la cual es potenciada por
volatiles emitidos del fruto de su planta hospedante; dichos volatiles son simultdneamente usados

como kairomona por O. palmaris para localizar a su hospedante.

Se determiné la presencia de alrededor de 129 compuestos volétiles de flores y frutos de
guandnaba con diferente estado de desarrollo. EIl benzotiazol, cariofileno, benzofenona y
nerolidol destacaron por su correlacion bioldgica. Son necesarios estudios adicionales de
laboratorio y campo que puedan corroborar el efecto biolégico de estos compuestos como
kairomona, con potencial para el manejo de poblaciones del picudo de las anonéceas.
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ANEXO 1

LINEALIDAD, LIMITE DE DETECCION (LOD) Y LIMITE DE CUANTIFICACION
(LOQ) PARA LA DETERMINACION DE «-TERPINEOL

INTRODUCCION

Cada afo se realizan millones de analisis de cualquier tipo en todo el mundo, y con base en
ellos se toman decisiones. La validacion del método permite demostrar que un método es
"adecuado para el propdsito” (Bernal, 2014), por lo que debe ser lo suficientemente fiable como
para que cualquier decision pueda tomarse con confianza. Por lo tanto, se debe validar el método
y estimar la incertidumbre sobre el resultado, con un determinado nivel de confianza (Bernal,
2014; Mohamad, 2018).

La validacion del método consiste en una serie de pruebas que determinan los supuestos en
los que se basa, establecen el método analitico y documentan las caracteristicas de rendimiento
de éste, demostrando que el método se ajusta a un propdésito analitico particular (U. S. FDA,
2000). Los parametros para la validacion de los meétodos analiticos son: reproducibilidad,
exactitud, repetibilidad, selectividad, especificidad, linealidad, rango, limite de cuantificacion,
limite de deteccion, sensibilidad y robustez (Bernal, 2014).

Realizar la validacion completa de un método implica una gran cantidad de tiempo. El
objetivo de este Anexo es proporcionar informacién detallada acerca de los procedimientos
realizados para la determinacion de la linealidad, el limite de deteccion (LOD, por sus siglas en
inglés) y el limite de cuantificacion (LOQ, por sus siglas en inglés) del a-terpineol, componente
principal de la feromona de agregacion del picudo de las anonaceas, Optatus palmaris (Pascoe,
1889) analizado en esta investigacion a través de cromatografia de gases acoplado a
espectrometria de masas. Los tres parametros anteriores se emplean para determinar la
concentracion mas pequefia de un compuesto que puede ser confiablemente medido por un
procedimiento analitico (ICH, 2005; Mohamad, 2018).

A continuacién, se presentan las definiciones establecidas por el Consejo Internacional de
armonizacion de los requisitos técnicos para el registro de medicamentos de uso humano (ICH,
por sus siglas en inglés) (2005) y se describen los procedimientos para la determinacion de la
linealidad, LOD y LOQ de a-terpineol.
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Limite de deteccion (LOD): cantidad mas baja de analito en una muestra que puede

detectarse, pero no necesariamente cuantificarse como un valor exacto.

Limite de Cuantificacion (LOQ): cantidad méas baja de analito en una muestra que puede

determinarse cuantitativamente con la precision y exactitud adecuadas.

Linealidad: capacidad (dentro de un rango dado) para obtener resultados que son
directamente proporcionales a la concentracion (cantidad) de analito en la muestra.

PREPARACION DE ESTANDAR DE o- TERPINEOL
Se adquirié un estandar de a-terpineol (97%) de Acros Organics (Thermo Fisher
Scientifics. Se prepard una disolucion patron de 100 000 ng L de a-terpineol, para lo cual se
pes6 0.1030 g en un vial de 1.5 mL en una balanza Ohaus (0.1 mg de sensibilidad). Se diluyd
con 1 mL de hexano y se homogeneizo inmediatamente. A partir de este estandar se realizaron

diluciones para determinar los tres parametros mencionados.
PREPARACION DE DILUCIONES

En el Cuadro 1 se muestran los volimenes tanto del estandar como del disolvente para

obtener las diluciones propuestas.
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Cuadro 1. Preparacion de diluciones para determinar la cantidad minima detectable de a-terpineol con
base en la relacion sefial/ruido.

Partir de Volimen de a- Volumen de hexano Conc. aprox.
dilucion terpineol a tomar a agregar a obtener
ng pl*t ul ul ng plt
100,000 100 900 10,000
10,000 100 900 1,000
1,000 100 900 100
100 100 900 10
10 500 500 5
5 500 500 2.5
2.5 500 500 1.25
1.25 500 500 0.625
0.625 500 500 0.312
0.312 500 500 0.015
0.015 500 500 0.078
0.078 500 500 0.039
0.039 500 500 0.019
0.019 500 500 0.009

Preparacion de diluciones peso/peso

En todo el proceso analitico con base en las buenas practicas de laboratorio es necesario el
uso de equipo de protecciéon (bata, lentes de seguridad, guantes y mascarilla). Es deseable
verificar con un marco de pesas que la balanza esta trabajando bajo especificaciones. Todos los
datos de peso se registraron en la bitacora del laboratorio y posteriormente en la hoja de célculo.
A manera de ejemplo se indica a continuacion el procedimiento para preparar la primera

disolucion.
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1. Verificar que el nivel de burbuja de la balanza esté en el centro
para tener equilibrada la misma. Encender la balanza y esperar 30
minutos para el equipo se estabilice. Asegurarse que la balanza
marque ceros, antes de pesar.

2.Colocar un vial nuevo de 1.8 mL (con tapa y etiquetado) sobre la
balanza para registrar su peso.

3. Con una micropipeta colocar en el vial la cantidad de hexano
correspondiente a la dilucion.

4.  Cerrar el vial y colocar nuevamente sobre la balanza para
obtener el peso del vial + disolvente.

5. Con una punta nueva para micropipeta (diferente a la usada
para el disolvente), tomar la cantidad correspondiente de la
disolucion patron del estandar analitico y adicionar al vial donde
se esta preparando la nueva dilucién.
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6.  Cerrar el vial y colocar sobre la balanza analitica para obtener
el peso del vial + disolvente + estandar. Inmediatamente
homogenizar la disolucion en un vortex.

1. ANALISIS POR CROMATOGRAFIA DE GASES - ESPECTROMETRIA DE
MASAS

Las diluciones fueron inyectadas en un sistema CG-EM equipado con una columna HP-

5MS (30 m x 0,250 mm DIy 0,25 pum, J&W Science, Folsom, CA, EE. UU.) Las condiciones de

andlisis se encuentran en el apartado 1.4.3. Las inyecciones en el cromatografo se iniciaron por

las concentraciones mas bajas (0.009, 0.019 y 0.039 ng pL™).

2. DETERMINACION DE LIMITE DE DETECCION CON BASE EN LA
RELACION SENAL / RUIDO

De acuerdo con el ICH (2005), la determinacién del LOD, con base en la relacion
sefial/ruido entre 2:1 0 3:1 es considerada aceptable. Este parametro se realiza comparando las
seflales medidas de muestras con concentraciones bajas conocidas de analito, con las de muestras
sin el compuesto y establecer la concentracion minima a la que puede detectarse de forma fiable
el analito.

Con base en los resultados obtenidos de los analisis de CG-EM en la Figura 1, el Unico
pico que pudo ser integrado e identificado como a-terpineol fue el correspondiente a 0.039 ng
uL. La sefial generada por dicho pico era al menos dos veces superior a la del ruido, por lo que

dicha concentracién fue determinada (de manera visual) como el LOD. En los cromatogramas de
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0.009 y 0.019 ng pL™ se observaba un pico, que no fue identificado como a-terpineol, ni pudo

ser integrado a diferencia de la concentracion de 0.039 ng uL™ a un tiempo de retencion de 10.39

min (Figura 2).
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Figura 2. Integracién manual del a-terpineol de 0.039 ng uL* (area = 2568).

3. PREPARACION DE ESTANDARES PARA REALIZAR UNA CURVA DE
CALIBRACION PESO/PESO

Con base en los resultados anteriores obtenidos, para determinar matematicamente la

linealidad, el LOD y el LOQ se prepararon diluciones para elaborar una curva de calibracion a

través de la cual pudieran determinarse dichos parametros de manera confiable.

A partir de la solucion madre de 100 000 ng pL-1 se prepararon las diluciones con los

calculos mostrados en el Cuadro 2, los cuales indican los voliumenes del estandar y del

disolvente.
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Cuadro 2. Preparacién de diluciones para la elaboracién de la curva de calibracién de 15

puntos.
Partir de Volimen de -  Volumen de hexano Conc. aprox.
dilucién terpineol a tomar a agregar a obtener
ng pl? ul ul ng pl?t
100,000 100 900 10,000
10,00 100 900 1,000
1,000 640 360 640
640 500 500 320
320 500 500 160
160 500 500 80
80 500 500 40
40 500 500 20
20 500 500 10
10 500 500 5
5 500 500 2.500
2.500 500 500 1.250
1.250 500 500 0.625
0.625 500 500 0.312
0.312 500 500 0.015
0.015 500 500 0.078
0.078 500 500 0.039

Con base en los pesos registrados durante la preparacion de las diluciones se determind la
concentracion final de las mismas (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Pesos registrados de cada una de las diluciones de la curva de calibracion.

Std conc. P[\)/SC P\iJrSt%SV _ _ _Cf_:
aprox. Pv Ci Pi Pf Ci*Pi/Pf
ng Lt g ng i g ng pl
10000 2.454 3.047 3.113 100000  0.066  0.659 10097

1000 2.502 3.084 3.147 10097 0.062 0.645 979.810
640 2.516 2.750 3.168 979.810 0417 0.652 627.530
320 2.520 2.843 3.165 627530 0.321 0.644  313.130
160 2.508 2.831 3.158 313.130 0.326 0.649 157.384
80 2.469 2.791 3.116 157.380 0.325 0.647 79.045
40 2.469 2.785 3.109 79.045 0.324  0.640 40.066
20 2.487 2.808 3.132 40.066 0.323 0.644 20.126
10 2.529 2.848 3.173 20.126 0.324 0.643 10.162

5 2.470 2.789 3.114 10.162 0.325 0.643 5.135

2.500 2.492 2.813 3.135 5.135 0.321  0.643 2.568

1.250 2.455 2.778 3.103 2.568 0.325 0.648 1.288

0.625 2.492 2.807 3.133 1.288 0.325 0.640 0.654

0.312 2.519 2.830 3.155 0.6549 0.324 0.636 0.334
0.156 2.516 2.644 2.783 0.3345 0.138  0.267 0.173
0.078 2.470 2.779 3.105 0.1695 0.325 0.634 0.087
0.039 2.452 2.760 3.085 0.087 0.324  0.633 0.044

Std = estandar, Pv = peso del vial, Dsv = disolvente, Ci = concentracion inicial, Pi = peso inicial, Pf = peso final,
Cf= concentracidn final.

Los siguientes calculos muestran a manera de ejemplo el calculo para el estandar con una
concentracion aproximada de 160 ng pL™, sin embargo, cabe aclarar que todos los célculos

fueron realizados en una hoja de calculo de Excel.

1. Célculo de peso inicial:

pi= (Pv + Dsv + Std) — (Pv + Dsv)
=(3.1582 g) — (2.8317 g)

=0.3265 g
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2. Célculo de Peso final:

pi= (Pv + Dsv + Std) — (Pv)

= (3.1582 g) — (2.5086 )

3. Célculo de concentracion final:

Cf= Ci *Pi/Pf
=(313.1310392) (0.3265)/0.6496

= 157.3849 ng pL

4. ANALISIS POR CG-EM PARA CADA CONCENTRACION
Se inyectd 1 pL de cada una de las concentraciones preparadas en orden creciente,
iniciando por la concentracion mas baja (0.044 ng pL™?) y terminando con 627.52 ng pL™.
Posterior a la inyeccion, la jeringa fue lavada 60 veces con una mezcla 50:50 de hexano:
diclorometano y previo a la siguiente inyeccion se inyectd 1 pL de hexano para verificar que

todo el analito eluy6 de la columna.

En la Figura 3 se muestra una sobreposicion de los cromatogramas obtenidos a partir del

analisis por CG-EM, donde se observa el aumento gradual proporcional a la concentracion.

04 e
3 4 5 6 7 8 9
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ition e (min,

Figura 3. Sobreposicion de crocr?]HS{BAgc‘}u;r;lag é 0.044 a 627.53 ng pL* de o-
terpineol.
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De manera individual cada pico fue integrado de manera manual en el software
MassHunter Workstation de Agilent a fin de obtener el area bajo la curva correspondiente. La
Figura 4 es un ejemplo de ello. Las &reas para cada una de las concentraciones, se presentan en el
Cuadro 4.
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Figura 4. Integracion de a-terpineol, de 10.16 ng pL™.

Cuadro 4. Areas de a-terpineol, para la curva de calibracion.

Concentracion

ng i Area
0.044 2546
0.087 5196
0.173 12005
0.334 18462
0.654 38151
1.288 85951
2.568 161839
5.135 366609
10.161 688714
20.126 1587585
40.065 2914233
79.044 5691411
157.385 10109077
313.131 16581337
627.527 35594056
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5. DETERMINACION DE LA LINEALIDAD DE a- TERPINEOL

Una vez que la linealidad puede evaluarse mediante la inspeccion visual de un grafico de
sefiales en funcion de la concentracion del analito (ICH, 2005). Los resultados de la prueba
deben ser evaluados por métodos estadisticos apropiados. Asi se debe calcular el coeficiente de
correlacion r, la interseccion con el eje y, la pendiente de la linea de regresion y la suma de
cuadrados residual. Ademas, debe incluirse una gréfica de los datos y un analisis de la desviacion
de los puntos de datos reales de la linea de regresion. Con base en lo anterior, para determinar la
linealidad del a-terpineol se hizo una regresion lineal y se obtuvo el R Se pudo observar que al
incluir los 15 puntos de la curva de calibracion en la regresion lineal, el valor de la R? era menor
(0.9968) (Figura 5), que si se incluian unicamente las primeras 12 concentraciones de 0.44-79.04
ng pL? (R?= 0.9994) (Figura 6). Asimismo, de manera visual se puede determinar, con base en
las areas y el grafico como a partir de 157.384 ng puL™ hay una inflexion en la pendiente de la
recta (indicado con linea punteada gris en la Figura 5. Por lo anterior, se determind la linealidad

para el a-terpineol hasta la concentracion de 79.04 ng puL™.
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Figura 5. Representacion grafica de regresion lineal para 15 estandares de a-terpineol.
Linealidad representada con linea gris.
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Figura 6. Representacion grafica de regresion lineal para 12 estandares de o-terpineol.

6. CALCULO DEL LIMITE DE DETECCION (LOD) Y LIMITE DE
CUANTIFICACION (LOQ) POR CG-EM PARA «- TERPINEOL
Diversos autores entre los que se encuentran ICH (2005), Lister (2005) y Bernal (2014)
coinciden en que el LOD y LOQ), se determinen a través de las siguientes formulas:

LOD = 3.3 (Sy/m)
LOQ =10 (Sy/m)
Donde:
Sy= Desviacion Estandar de la respuesta

m= Pendiente de la curva de calibracion

Para calcular los dos pardmetros anteriores mediante el programa Excel se realizé el
calculo de la desviacion estandar de la respuesta y de la pendiente de la curva de calibracion
como a continuacion se explica; para lo cual se emplearon los datos de areas obtenidas de las 12

diferentes concentraciones seleccionadas de la curva de calibracion.
CALCULO DE LA DESVIACION ESTANDAR DE LA RESPUESTA

Se ingresa en la celda la siguiente instruccion: =ERROR.TIPICO.XY( después del

parentesis se seleccionan los valores correspondientes a las areas, que en este caso se ubican en
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las celdas B2:B13, quedando la instruccion de la  siguiente  manera:
=ERROR.TIPICO.XY(B2:B13, ilustrado en Figura 7A. Posteriormente se seleccionan los
valores de las concentraciones que se ubican en este caso en las celdas A2:Al3,
=ERROR.TIPICO.XY(B2:B13, A2:A13), mostrado en la Figura 7B. Finalmente se presiona

enter para obtener el valor, que corresponde a 46007. 253.

A B
B2 e X « & | =ERROR.TIPICO.XY(B2:B13 A5 v X « [ || =ERRORTIPICO.XY(B2:BI3, AZ:A13)
A B C D E A B C D E

1 | CONCENTRACION AREA 1 CONCENTRACION  AREA

2 0.044636827 2546.01 2| 0.044636827 2546.01

3 0.087019825 5196.6 3| 0.087019825 5196.6

4 0.173679386 12005.2 4| 0173679386 12005.2

5 0.334470451 18462.45 5| 0334470461 | 1846245

6 0.654940312 38151.76 6 | 0.654940312 | 3815176

7 1.28876649 85951.01 7| 128876649 85951.01

3 2.568030555 161839.47 8 | 2.568030555 | 161839.47

g 5.135262841 366609.34 9| 5135262841 | 366609.34

10| 10.16160065 683871418 10 10.16160065 | 688714.18

11| 20.12610128 1587585.56 11 20.12610128 | 1587585.56

12|  40.06567707 | 2914233.12 | AmrEmay || aikpain

13| 79.0448273 | 5691411.48 13, 75018773 ] 565141148

Figura 7. Instrucciones para la obtencion de la desviacion estandar de la respuesta mediante el
proarama Excel.

CALCULO DE LA PENDIENTE DE LA CURVA DE CALIBRACION

Se ingresa en la celda la siguiente instruccion: =PENDIENTE(después del paréntesis se
seleccionan los valores correspondientes a las areas, que en este caso se ubican en las celdas
B2:B13, quedando la instruccién de la siguiente manera: =PENDIENTE(B2:B13, ilustrado en
Figura 8A. Posteriormente se seleccionan los valores de las concentraciones que se ubican en
este caso en las celdas A2:A13, =PENDIENTE (B2:B13, A2:A13), ilustrado en Figura 8B.

Finalmente se presiona enter para obtener el valor de 72391.0837.
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B2 - % o = PENDIENTE (B2:B13 Bl5 - X « J | =PENDIENTE (B2:B13, A2:A13)
A B C D A B T D E

1 | CONCENTRACION  AREA 1 | CONCENTRACION _ AREA

2 0.044636827 2546.01 2 | 0.044636827 2546.01

3 0.087019825 5196.6 3 0.087013825 5196.6

4 0.173679386 12005.2 4 | 0.173673386 12005.2

5 0.334470461 18462.45 5 0.334470461 18462.45

& 0.654940312 38151.76 & 0.654340312 38151.76

7 1.28876649 85951.01 7 1.28876649 85951.01

8 2.568030555 161839.47 8 2.568030335 161839.47

g 5.135262841 366609.34 3 3.135262841 366609.34

10 10.16160065 68871418 10| 10.16160065 688714.18

11 20.12610128 1587585.56 11| 20.12610128 | 1587585.56

12 40.06567707 2914233.12 12| 40.06567707 | 2914233.12

13 79.0448273 5691411.48 13 79.0448273 5691411.48

14 14

15|  eenoiente  [e(B2B1z | 15| PENDIENTE |3.A2:A13} _|

Figura 8. Instrucciones para la obtenciéon de la pendiente de la curva de calibracion con el
programa Excel.

Los valores obtenidos se sustituyen en la férmula:

LOD = 3.3 (Sy/m)

= 3.3 (46007.253 / 72391.0837)
= 3.3 (0.63553756)
=2.10

LOQ = 10 (Sy/m)

=10 (46007.253 / 72391.0837)
=10 (0.63553756)
=6.36
A pesar de que de manera visual y con apoyo a la relacion sefial/ruido se determino la
cantidad minima detectable de 0.039 ng pL?, ésta fue la concentracion base para la elaboracion
de la curva de calibracion de 15 puntos, de los cuales 12 fueron los que determinaron la

linealidad de manera confiable como quedo demostrado en las Figuras 5 y 6.
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CONCLUSION

Por CG-EM se determind que para el a- terpineol la cantidad minima detectable fue 2.10
ng pL?, la minima cuantificable 6.36 ng L™ y se obtuvo una buena linearidad con un
coeficiente de correlacion de 0.9995 de 0.44 ng uL™* a 79.04 ng pL™.
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ANEXO 2

Cuadro 1. Compuestos volatiles organicos determinados a través de CG-EM en diferentes 6rganos vegetales de guanabana.

I .........

EFR1 GO Flor 1 0.163044 0.155002 108,035 0.166927 1.00E-09 216,917 1.00E-09 1.00E-09 0.00600578
EFR2 GO Flor 1 0.0781613 1.00E-09 0.643864 1.00E-09 0.0689905 457,134 1.00E-09 1.00E-09 0.333
EFR3 GO Flor 1 1.00E-09 0.103668 0.395099 880,793 1.00E-09 132,873 1.00E-09 0.0364091 0.708502
EFR4 GO Flor 1 1.00E-09 0.0104368 0.391244 0.107335 1.00E-09 132,873 1.00E-09 1.00E-09 0.325239
EFR5 GO Flor 1 0.629758 1.00E-09 114,585  0.289527 0.151144 132,873 1.00E-09 1.00E-09 1.00E-09
EFR6 GO Flor 1 0.103187 0.179144 151,163  0.454892 0.20953 132,873 1.00E-09 0.272604 0.965188
EFR7 GO Flor 1 0.310406 0.175512 122,646 0.16047 1.00E-09 204,997 1.00E-09 0.144833 0.992806
EFRS8 GO Flor 1 0.218938 1.00E-09 0.350572 246,621 1.00E-09 478,961 1.00E-09 0.0443204 0.665899
EFR9 GO Flor 1 0.0629739 1.00E-09 0.281076 1.00E-09 1.00E-09 140,771 1.00E-09 0.345091 110,613
EFR10 GO Flor 1 1.00E-09 1.00E-09 0.312151 1.00E-09 1.00E-09 732,916 544,648 1.00E-09 565,141
FCPR1 Gl Fruto 2 1.00E-09 1.00E-09 0.0179113 0.0412708 1.00E-09 1.00E-09 1.00E-09 1.00E-09 1.00E-09
FCPR2 Gl Fruto 2 0.348689 0.799334 585,378 1.00E-09 110,424 0.517859 0.416596 1.00E-09 0.546641
FCPR3 Gl Fruto 2 0.15831  0.0292102 0.928724 0.192258 1.00E-09 0.529518 0.0530955 1.00E-09 0.663771
FCPR4 Gl Fruto 2 0.628746 102,047 859,463 1.00E-09 113,718 0.982561 1.00E-09 1.00E-09 0.599748
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FCHR1
FCHR2
FCHR3
FCHR4
FMR1
FMR2
FMR3
FMR4
FGR1
FGR2
FGR3
GR4
FGRS5
FGR6
FGR7
FGRS8
FGR9
FGR10
FGR11
FGR12

G2
G2
G2
G2
G3
G3
G3
G3
G4
G4
G4
G4
G4
G4
G4
G4
G4
G4
G4
G4

Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto

Fruto

1.00E-09
0.515127
0.270065
0.171913
0.0874159
259,617
0.0549369
0.321298
0.316971
0.432185
0.599177
0.161599
1.00E-09
0.425115
1.00E-09
165,224
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09

1.00E-09

0.335796
0.522284
108,273

0.258762
0.197456
247,592

0.394817
112,933

0.184052
1.00E-09
0.725856
1.00E-09
0.63102

1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09

1.00E-09

207,886
34,081
117,888
298,086
213,801
154,035
134,913
139,953
203,738
244,357
314,843
119,365
935,702
219,659
0.606213
108,316
136,781
1.00E-09
107,603

146,296

0.609441
0.899409
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
0.820368
0.154756
1.00E-09
710,616

0.193804
1.00E-09
0.138712
1.00E-09
0.336469
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09

1.00E-09

0.27006
0.447398
147,932
0.3095
0.098784
255,366
0.16333
198,636
1.00E-09
0.624868
0.797131
0.0960382
105,051
0.140669
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09

1.00E-09

0.575474
0.718105
0.420039
0.323552
0.768444
361,839

0.480371
0.809386
191,776

0.715783
0.736726
107,051

0.385511
0.525133
0.296811
0.570737
176,695

1.00E-09
0.148442

0.313147

0.0538183 0.13128

0.173694
303,993

1.00E-09
1.00E-09
438,029

1.00E-09
173,089

0.760126
1.00E-09
0.913156
1.00E-09
182,786

1.00E-09
0.570165
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09

1.00E-09

0.173726
1.00E-09
1.00E-09
0.189966
0.26804
1.00E-09
148,674
0.078835
1.00E-09
1.00E-09
0.0901138
1.00E-09
0.182399
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09

1.00E-09

0.723401
0.73928
0.493392
0.151079
0.289337
110,787
0.187532
1.00E-09
0.576596
0.732847
20,581
0.668665
0.210072
0.782757
0.372083
0.626292
0.887109
1.00E-09
0.502245

0.932648

82



Cuadro 1. Continuacion.

e ..-.--.-

EFR1 G0 Flor 1 1.00E-09 930,564 0.623804 1.00E-09 0.958162 1.00E-09 0.23246  1.00E-09
EFR2 G0 Flor 1 1.00E-09 224,713 0.228865 1.00E-09 0.484428 0.0550395 0.61206  1.00E-09
EFR3 G0 Flor 1 0.264695 250,999  0.582683  1.00E-09 168,544 0.0947487 1.00E-09  1.00E-09
EH GO Flor 1 0.100555 0.91956 0.762854  1.00E-09 114,856 1.00E-09 0.64375  1.00E-09
EFRS5 G0 Flor 1 1.00E-09 348,899 193543  1.00E-09 167,483 0.0838335 18,374  1.00E-09
EFR6 GO Flor 1 0.260031 616,659 310,241  1.00E-09 203,031 1.00E-09 0.89533  1.00E-09
EFR7 G0 Flor 1 0.316163 207,071 243,335  1.00E-09 242,657 1.00E-09 246,886  1.00E-09
=5 GO Flor 1 0170302 1514  0.992769  1.00E-09 177,689 0.121071 178,634  1.00E-09
EFR9 G0 Flor 1 0.291131 270,795 318,036  1.00E-09 172,219 0.0192116 1.00E-09  1.00E-09
EHRD G0 Flor 1 1.00E-09 130,255 1.00E-09 1.00E-09 0.623796 1.00E-09 1.00E-09  1.00E-09
FCPR1 Gl Fruto 2 1.00E-09 1.00E-09 0.0174174 1.00E-09 1.00E-09 1.00E-09 1.00E-09  1.00E-09
FCPR2 Gl Fruto 2 1.00E-09 1.00E-09 0.835812 0.257084 175,015 1.00E-09 203,298  0.65321
FERRS Gl Fruto 2 0.159612 1.00E-09 180,988  1.00E-09 0.937674 1.00E-09 1.00E-09  1.00E-09
FCPR4 Gl Fruto 2 0.283048 1.00E-09 201,693  0.557105 218,122 1.00E-09 239,337  1.00E-09
HesR G2 Fruto 3 0.316306 1.00E-09 0.893162  1.00E-09 157,681 1.00E-09 222,062  1.00E-09
FCHR2 Gz  Fruto 3 0.165998 1.00E-09 103,383  1.00E-09 19,325 017305 170,368  1.00E-09
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FCHR3
FCHR4
FMR1
FMR2
FMR3
FMR4
FGR1
FGR2
FGR3
FGR4
FGRS5
FGR6
FGR7
FGRS8
FGR9
FGR10
FGR11

FGR12

G2
G2
G3
G3
G3
G3
G4
G4
G4
G4
G4
G4
G4
G4
G4
G4
G4
G4

Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto

Fruto

1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
0.019195
1.00E-09
0.133156
1.00E-09
0.863855
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09

1.00E-09

1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09

1.00E-09

0.518573
0.464561
120,241
0.715379
0.159537
0.156703
0.457623
142,119
384,847
204,318
0.173681
103,488
0.586345
185,633
138,076
1.00E-09
0.651963

0.78186

0.215865
1.00E-09
1.00E-09
0.460322
0.024786
1.00E-09
0.759363
1.00E-09
0.8302
0.350583
0.350587
1.00E-09
1.00E-09
0.349691
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09

1.00E-09

263,533
101,614
0.705937
146,788
0.960685
201,189
301,388
0.418825
380,586
270,752
19,784
379,559
174,899
350,412
406,364
1.00E-09
286,981

305,136

1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
0.040759
1.00E-09
0.0986171
1.00E-09
0.11972
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09

0.0967465

180,054
0.68751
0.94433
320,952
107,916
0.88983
0.65142
281,382
326,333
199,954
113,374
206,105
0.89553
211,997
271,191
105,538
0.588131

276,197

146,519
0.41679
0.40120
212,364
0.72855
185,874
0.45031
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
0.89956
137,741
0.33932
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09

1.00E-09
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Cuadro 1. Continuacion.

Identificador Fenologia Organo Madurez

1 O
Rl R

EFR1 GO Flor 1 1.00E-09 0.387753 114029  1.00E-09  1.00E-09  0.0719744 1.00E-09  1.00E-09
EFR2 GO Flor 1 0214268 0.262726 477,009  1.00E-09  1.00E-09  0.0480196 0.0356373  1.00E-09
EFRS3 GO Flor 1 0296468 0.395494 156,613  1.00E-09  1.00E-09 341543 1.00E-09  1.00E-09
EFR4 GO Flor 1 0.155035 0.424954 186,504  1.00E-09  0.0434394  0.0309599 1.00E-09  1.00E-09
EFRS GO Flor 1 0577954 0.589396 351,877  0.0023875  0.064437 0131067 0.0237114  1.00E-09
EFRG6 GO Flor 1 0518332 852,646 835745 00451215 0.0543278  0.108156 0.0524033 0.0226218
EFRY GO Flor 1 0789813 117,501 471,109  0.0696629  0.104778  0.102473 0.0652824 0.0659887
EFR8 GO Flor 1 0.140897 0.472924 796,638  0.0638078  0.0380366 866,318 1.00E-09  1.00E-09
EFR9 GO Flor 1 0726528 0.631749 535745 00177714  0.0963587  0.0364087 0.0360633 0.0537046
EFR10 GO Flor 1 1.00E-09 0.237064 236596  1.00E-09  1.00E-09  1.00E-09 1.00E-09  1.00E-09
FCPR1 Gl Fruto 2 1.00E-09 1.00E-09  0.0926047  1.00E-09  1.00E-09  0.0597146 1.00E-09  1.00E-09
FCPR2 Gl Fruto 2 0.367147 0.254073 165221  0.302982  1.00E-09  0.479521 1.00E-09  1.00E-09
FCPR3 Gl  Fruto 2 0.40275 0.260116 25386 1.00E-09  1.00E-09  0.0819079 1.00E-09  1.00E-09
FCPR4 Gl Fruto 2 1.00E-09 0.630881 230,928  0.319101  100E-09 0.408977 1.00E-09  1.00E-09
FCHR1 Gz  Fruto 3 0598091 0.52597 210,963  0.118917  0.0510444 0.1446  1.00E-09  0.0657669
FCHR2 G2 Fruto 3

0.306612 0.314843 486,141 0.0801734 1.00E-09 0.2576 1.00E-09 1.00E-09
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FCHR3
FCHR4
FMR1
FMR2
FMR3
FMR4
FGR1
FGR2
FGR3
FGR4
FGRS5
FGR6
FGR7
FGRS8
FGR9
FGR10
FGR11

FGR12

G2
G2
G3
G3
G3
G3
G4
G4
G4
G4
G4
G4
G4
G4
G4
G4
G4
G4

Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto

Fruto

(6]

1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
100,224
0.356248
1.00E-09
1.00E-09
0.356169
118,509
140,107
0.568088
116,835

131,104

0.375153
0.127741
0.117796
0.660784
0.19308
0.32411
0.163105
0.582011
0.898341
0.400073
0.339587
0.282796
0.112537
0.437567
0.629875
1.00E-09
0.297575

0.521852

147,437
120,814
0.360831
578,325
146,196
99,091
221,764
137,487
12,038
329,188
311,239
111,467
394,415
622,678
308,192
1.00E-09
23,945

349,188

0.359346
0.0532536
0.0439666

0.536119
0.0647881

0.156457

0.324036

0.262703

0.180299

1.00E-09

0.353902

0.134612

1.00E-09

0.152551
0.0712036
0.0400535

1.00E-09

0.22761

1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
0.184482
0.0103749
1.00E-09
0.0456636
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09

1.00E-09

0.749962
0.130864
0.086796
0.679231
0.21864
0.318215
137,524
0.481231
0.236331
0.107366
0.503785
0.185064
0.250647
0.463016
641,732
1.00E-09
0.272164

0.733967

1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
0.0597594
1.00E-09
0.0449315
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09

0.594327

0.0643229
0.0013509
1.00E-09
0.043598
1.00E-09
0.46567
0.133307
0.0454397
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
0.345834
1.00E-09
0.273246
1.00E-09
1.00E-09
0.442798

0.883503
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Cuadro 1. Continuacion.

R ..-.---.

- G0 Flor 0.351285 0.0634903  1.00E-09  0.158236 0.067178  0.173709  0.174469  1.00E-09
EFR2 G0 Flor 1 1.00E-09 0.0892116 0.0598543  100E-09 0.027956  1.00E-09 0278419  1.00E-09
EFR3 GO Flor 1 1.00E-09 0.0719565 0.0466871  1.00E-09 1.00E-09  0.00352346  0.134861  1.00E-09
EFR4 G0 Flor 1 00037287 0.0688274  1.00E-09  1.00E-09 0.003039  1.00E-09 1.00E-09  0.001909
EFRS G0 Flor 1 1.00E-09 0.0639206  0.03979  100E-09 0.045229  0.105689  0.371274  0.026610
EFR6 G0 Flor 1 0.113142 0.0603395 0.0679984  1.00E-09  0.046580  0.207034 1.00E-09  0.078674
- G0 Flor 1 1.00E-09 0.0520498  0.0514586  0.0020910 0.077757  1.00E-09 1.00E-09  0.043820
EFR8 G0 Flor 1 00626453 0.0918902 00623707  1.00E-09 0075194  1.00E-09 0344645  0.051103
= G0 Flor 1 00300647 0.100688  0.0387149  1.00E-09  0.10461 1.00E-09 0906742  0.068268
EFR10 G0 Flor 1 0538014 0.100059  0.0656036  1.00E-09  1.00E-09 0.24385 0.268695  0.191559
HER Cl | A 2 1.00E-09 100E-09  100E-09  1.00E-09 100E-09  0.111187 1.00E-09  1.00E-09
HesR2 Gl Fruto 2 0.031311 0.171944  0.165139  1.00E-09  1.00E-09 577,811 0.265175  1.00E-09
FCPR3 Gl Fruto 2 1.00E-09 0.0911113 00110647 00351137 1.00E-09  1.00E-09  0.299995  1.00E-09
Hes Gl Fruto 2 00706561 0.182271  0.208483  100E-09 1.00E-09 0987854  1.00E-09  1.00E-09
FCHR1 G2 Fruto 3 00270475 0.0811962 0.0856107 100E-09 0074069  0.135583 0078722  0.030090
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FCHR2
FCHR3
FCHRA4
FMR1
FMR2
FMR3
FMR4
FGR1
FGR2
FGR3
FGR4
FGR5
FGR6
FGRY7
FGR8
FGR9
FGR10
FGR11

FGR12

G2
G2
G2
G3
G3
G3
G3
G4
G4
G4
G4
G4
G4
G4
G4
G4
G4
G4
G4

Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto

Fruto

(62 )|

0.0336593 0.0929083
0.0074391 0.258182
0.0032801 0.0434404
0.0015800 0.0549292
0.0952832 0.39575
1.00E-09 0.1552

1.00E-09 1.00E-09
1.00E-09 0.454936
0.0724549 0.158447
1.00E-09 0.100968
1.00E-09 0.0538341
1.00E-09 0.30816
1.00E-09 0.283867
1.00E-09 0.108263
1.00E-09 0.26753
1.00E-09 0.178524
1.00E-09 0.326555
0.0149611 0.196508

1.00E-09 0.2808

0.0982734
0.232771
0.0639666
1.00E-09
0.309514
0.0402219
1.00E-09
0.332538
0.194191
0.149812
0.0789855
0.364561
0.138219
0.0959747
0.202115
0.170252
0.123058
0.123058

0.140047

1.00E-09
0.0690017
1.00E-09
0.00224191
0.136953
0.00141446
1.00E-09
0.21731
0.0813075
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
0.127605
0.0831229
1.00E-09
1.00E-09
0.170252
0.170252

0.254145

1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
0.0139311
1.00E-09
1.00E-09
0.0196178
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
0.0200079
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
0.114361

1.00E-09

0.363284
500,205
156,335

0.123137

0.564938

0.0672901

599,679
106,638
435,822
300,215
0.351655
181,932
210,557
159,405
240,851
260,414
1.00E-09
322,189

267,969

0.217967
0.186404
0.0859731
1.00E-09
0.0408373
0.0377466
1.00E-09
0.00156152
1.00E-09
0.642003
0.709608
1.00E-09
0.520597
0.281213
0.385021
0.637249
1.00E-09
0.479495

0.514509

1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
0.374919
1.00E-09
1.00E-09
0.0575907
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09

1.00E-09
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Cuadro 1. Continuacion.

Identificador Fenologia Organo Madurez

EFR1
EFR2
EFR3
EFR4
EFRS5
EFR6
EFR7
EFR8
EFR9
EFR10
FCPR1
FCPR2
FCPR3
FCPR4
FCHR1
FCHR2

GO
GO
GO
GO
GO
GO
GO
GO
GO
GO
Gl
Gl
Gl
Gl
G2
G2

Flor
Flor
Flor
Flor
Flor
Flor
Flor
Flor
Flor
Flor
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto

Fruto

267,874

0.142712
0.0528775
0.246036
0.0341919
0.444
1.00E-09
0.0583387
0.140915
974,122
1.00E-09
0.0538724
0.0217553
1.00E-09
1.00E-09

1.00E-09

1.00E-09 0.005753
0.029811 1.00E-09
0.097374 0.025536
1.00E-09 1.00E-09
1.00E-09 1.00E-09
1.00E-09 1.00E-09
1.00E-09 0.003824
0.019899 0.001608
1.00E-09 1.00E-09
1.00E-09 1.00E-09
0.001134 0.004800
1.00E-09 1.00E-09
1.00E-09 1.00E-09
1.00E-09 1.00E-09
0.050329 1.00E-09

0.059402 1.00E-09
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0.063490
0.009826
0.055216
0.056849
0.060260
0.058176
0.047875
0.074146
0.093253
0.079145
1.00E-09
1.00E-09
0.043349
1.00E-09
0.069266

1.00E-09

0.022057
1.00E-09
0.00482103
1.00E-09
1.00E-09
0.000793065
0.0160617
0.007254
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09

0.0496605

0.07829
0.10192
0.10897
0.04585
0.04448
0.03344
0.05990
0.08346
0.09215
0.11131
0.13287
0.19587
0.08286
1.00E-09
0.18149

0.07176

0.113899
0.104722
0.156407
1.00E-09
0.091681
0.066395
0.076372
0.12492
0.137788
1.00E-09
0.144085
0.232897
0.091726
1.00E-09
0.203382
0.107933

0.0671582
0.049317
0.0811677
1.00E-09
1.00E-09
0.0093115
0.0236244
0.0656018
0.0548756
0.0248446
0.0936388
1.00E-09
0.0486656
1.00E-09
0.15238

1.00E-09

\



FCHR3
FCHR4
FMR1
FMR2
FMR3
FMR4
FGR1
FGR2
FGR3
FGR4
FGRS5
FGR6
FGR7
FGRS8
FGR9
FGR10
FGR11

FGR12

G2
G2
G3
G3
G3
G3
G4
G4
G4
G4
G4
G4
G4
G4
G4
G4
G4
G4

Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto

Fruto

0.0312377
1.00E-09
1.00E-09

0.0547444
1.00E-09
1.00E-09

0.00290304
1.00E-09
1.00E-09
0.369991
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09

0.0657234
1.00E-09

369,141

0.00779191

0.082283 0.081863
0.012479 1.00E-09
0.038224 0.021878
0.278916 0.098727
0.046203 0.039231
1.00E-09 1.00E-09
175,965 0.390435
0.088452 1.00E-09
0.091836 0.037207
0.040931 0.008019
0.077566 0.158742
0.101725 0.16742
0.049594 0.167424
0.094777 0.126097
0.030118 0.168978
115,946  0.3211
0.088974 0.160238

0.032147 0.134489

0.061376
0.014732
0.021225
0.087247
0.051580
1.00E-09
0.380764
0.077809
0.114333
0.059301
0.039319
0.133719
0.133718
0.228445
0.193324
0.376626
0.106326

0.071908

0.654447
0.0228849
0.0013843

0.201856

1.00E-09

0.255278

0.195664

0.120551

1.00E-09
0.0114435

0.389875

0.298311

0.298312

0.22879

0.222845

1.00E-09

1.00E-09

0.151973

0.14902
0.03676
0.09738
0.18973
0.07355
0.17934
0.30024
0.18013
0.17053
0.13087
0.25376
0.25183
0.10088
0.22005
0.20239
1.00E-09
0.08517

0.15855

0.195445
0.033843
0.049573
0.237878
0.093214
0.295724
0.292249
0.226408
0.252604
0.181823
0.212302
0.284124
0.147895
0.204966
0.232687
1.00E-09
0.144248

0.135134

0.0871595
0.021979
0.0554419
0.149448
0.0624862
1.00E-09
0.123032
0.128738
0.114279
0.0806193
0.130929
0.142848
0.0559186
0.0784164
0.0286782
1.00E-09
0.0331532

1.00E-09
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Cuadro 1. Continuacion.

Identificador Fenologia Organo Madurez

EFR1
EFR2
EFR3
EFR4
EFR5
EFR6
EFR7
EFR8
EFR9
EFR10
FCPR1
FCPR2
FCPR3
FCPR4
FCHR1

GO
GO
GO
GO
GO
GO
GO
GO
GO
GO
Gl
Gl
Gl
Gl
G2

Flor
Flor
Flor
Flor
Flor
Flor
Flor
Flor
Flor
Flor
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto

Fruto

1 0.016790
1 0.057737
1 0.116495
1 1.00E-09
1 0.011502
1 0.011424
1 0.035115
1 1.00E-09
1 0.012006
1 0.015511
2 0.089926
2 1.00E-09
2 1.00E-09
2 1.00E-09
8 0.049215

1.00E-09
0.006240
270,591
1.00E-09
0.049120
0.023231
0.028437
395,993
0.008048
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09

0.064257

0.0237175
1.00E-09
0.0310803
0.0232668
1.00E-09
0.0111362
1.00E-09
1.00E-09
0.0261883
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09

1.00E-09
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0.0333581
0.0174141
1.00E-09
1.00E-09
0.0555516
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
0.191334
1.00E-09
1.00E-09

0.0625243

1.00E-09
1.00E-09
0.012934
0.000864
301,415
906,363
1.00E-09
252,032
248,753
302,885
0.002554
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09

1.00E-09

1.00E-09
0.0664055
0.0160222
0.0549761
0.0757456
1.00E-09
0.00318615
0.0413913
1.00E-09
1.00E-09
0.046804
0.212705
1.00E-09
1.00E-09

0.0647795

0.0894011
0.0641708
0.010755
0.824593
0.00249997
1.00E-09
0.0813759
1.00E-09
0.0247077
0.044002
1.00E-09
439,743
0.0636097
12,998

0.0554166



FCHR2
FCHR3
FCHR4
FMR1
FMR2
FMR3
FMR4
FGR1
FGR2
FGR3
FGR4
FGR5
FGR6
FGR7
FGR8
FGR9
FGR10
FGR11

FGR12

G2
G2
G2
G3
G3
G3
G3
G4
G4
G4
G4
G4
G4
G4
G4
G4
G4
G4
G4

Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto

Fruto

0.054889
0.129903
0.022857
0.020494
0.287979
0.047777
0.24455
196,309
0.113113
0.108472
1.00E-09
0.080627
0.109054
0.051971
0.079464
0.083440
1.00E-09
0.006332

0.063153

0.088255
0.146705
0.055471
0.020745
0.058153
0.069798
0.079609
109,015
0.151535
0.084235
0.030182
0.237665
0.17327
0.12004
0.0687097
0.0384045
161,525
0.142555

0.0891381

1.00E-09
0.00821527
1.00E-09
0.0167421
0.0310226
0.00637506
1.00E-09
0.183845
0.023295
1.00E-09
1.00E-09
0.449609
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
0.210011
1.00E-09

1.00E-09

0.069171
0.437995
0.0946255
1.00E-09
0.814077
0.11291
0.471934
0.219346
0.248956
0.12482
1.00E-09
1.00E-09
0.647802
0.340669
0.730408
0.527426
0.651855
0.596049

0.50579

285,212
0.058682
1.00E-09

252,588
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09

376,606

342,389
0.049635

447,243

405,049

294,065

157,329

844,528

346,436

322,344

401,798

213,379

0.112931
0.374278
0.0832792
0.0308228
0.780787
0.0805672
0.587329
0.864166
1.00E-09
1.00E-09
0.0454203
0.522055
0.724647
0.482351
0.772457
0.689496
0.537699
0.864166

0.639272

0.137875
0.460367
0.0656214
1.00E-09
0.202321
0.0486553
1.00E-09
0.0722395
0.264964
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
0.273645
0.186802
1.00E-09
1.00E-09
0.153982
0.181944

0.170724

92



Cuadro 1. Continuacion.

Identificador Fenologia Organo Madurez

EFR1 GO Flor 1 00255308  0.0140149 0.300425  0.024114 0.117142 0.0571334
EFR2 GO Flor 1 1.00E-09  1.00E-09 0.270343  0.0225496 1.00E-09 0.0423957
EFR3 GO Flor 1 0.146108  1.00E-09 0.0294545  0.0608578 1.00E-09 0.0828602
EFR4 GO Flor 1 00936956  1.00E-09 0.181783  0.0608578 1.00E-09 0.0644218
EFR5 GO Flor 1 00202401  1.00E-09 0.170571  0.0368824 1.00E-09 0.101921
EFR6 GO Flor 1 00401912  0.0153788 0.0995547  1.00E-09 0.0971422 0.0361316
EFR7 GO Flor 1 00505737  0.0175377 0.445411  0.0341708 1.00E-09 0.0409478
EFR8 GO Flor 1 00711762 0.0109565 0.121034  0.0160275 0.0570389 0.0626911
EFR9 GO Flor 1 00761017  0.0158601 0.198541  1.00E-09 0.13366 0.0431835
EFR10 GO Flor 1 00660228  1.00E-09 0.272048  0.0518485 0.980415 0.0357047
FCPR1 Gl Fruto 2 0.110647  1.00E-09 062039  1.00E-09 0.297176 0.0759436
FCPR2 Gl Fruwo 2 0.202227 0.2735 154,834 160,881 1.00E-09 0.165278
FCPR3 Gl Fruto 2 00696398  1.00E-09 0.907135  0.0485933 1.00E-09 0.0714389
FCPR4 Gl Fruwo 2 1.00E-09  1.00E-09 669,364  0.581476 1.00E-09 1.00E-09
FCHR1 Gz Fruto 8 00731704  0.041232 0107541  0.0414241 1.00E-09 0.0864136
FCHR2 Gz  Fruto 8 00955433  0.0590257 0.881867  0.0853526 0.107775 0.0616562
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FCHR3
FCHR4
FMR1
FMR2
FMR3
FMR4
FGR1
FGR2
FGR3
FGR4
FGRS5
FGR6
FGR7
FGRS8
FGR9
FGR10
FGR11

FGR12

G2
G2
G3
G3
G3
G3
G4
G4
G4
G4
G4
G4
G4
G4
G4
G4
G4
G4

Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto

Fruto

a »» A M b W W

0.286086
0.0457834
0.0304033

0.363661
0.0824854

0.269952

210,911

0.283775

0.159788

0.157045

0.617135

0.310418

0.227477

0.360381

0.392502

121,166

0.416924

0.417833

0.233067
0.0794539
0.0289398

0.240438
0.0373096

0.309016

0.289476

0.253861

0.159647

1.00E-09

0.323704

0.276717

1.00E-09

0.285673

0.266432

0.230715

0.300585

0.125837

0.00372409

316,199

0.477777

0.421258
0.0482983
0.268719
0.341433
0.270039
0.174024
0.0277846
0.223067
146,816
102,677
0.966434
0.526147
1.00E-09
0.393417

0.534909

0.299745
0.0381447
0.0165324
0.0890672
0.0324191

1.00E-09

0.214708
0.0558558

3.49E-06

0.02177

0.108734

0.197221

0.112343

0.148744

0.113596

0.320482

0.161828

0.17889

1.00E-09
1.00E-09
0.207803
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
0.0190876
0.119243
1.00E-09
0.21149
0.535033
0.064038
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09

0.0677432

0.18917
0.0376349
0.0389981

0.332157
0.0599476
0.404114
0.304452
0.181106
0.125584
1.00E-09
1.00E-09
0.192214
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
0.0744345
1.00E-09

0.165557
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Cuadro 1. Continuacion.

s --...l-

EFR1 G0 Flor 1 0.0251095 0.0738538  0.0164891 0.058351 0.0188517 0.025154  0.739281
= GO Flor 1 0.00696072 0.0032263  1.00E-09 0.029934 1.00E-09 0.008494  0.662334
EFR3 G0 Flor 1 0.0582114 0100236  0.0684680 0.125537 0.0890045 138,427  0.656507
B GO Flor 1 0.0254303 1.00E-09  0.0281256 0.031455 0.0141716 1.00E-09 367,062
EFR> G0 Flor 1 0.0419628 0.103823 1.00E-09 0.044156 0.0337215 0.024825  0.397833
=5 G0 Flor 1 0.0122731 0.0266481  1.00E-09 0.024440 0.0150183 1.00E-09  0.175545
EFR7 G0 Flor 1 0.034028 0.0463599  0.0122566 0.042142 0.0143436 1.00E-09  0.424631
=5 GO Flor 1 0.0842517 0121707  0.0466957 0.054022 0.0220778 204,268  0.713625
EFR9 G0 Flor 1 0.023586 0162182  0.0251923 0.040029 0.0259819 0.008887  0.766212
EHRD G0 Flor 1 0.0899261 0112263  0.0066442 0.040029 0.0064069 0.249126  0.698108
FCPR1 Gl Fruto 2 0.580369 0.0452374  1.00E-09 0.170115 0.0328592 0.215638  0.394496
FeRRE Gl 2 0.562839 132,259 1.00E-09 0620776 0.464853 1.00E-09  0.859164
—_ Gl Fruto 2 1.00E-09 0.0887065  1.00E-09 0.052733 1.00E-09 1.00E-09 0592531
FCPR4 Gl Fruto 2 1.00E-09 0.303316 1.00E-09 0.295055 0.282371 1.00E-09  0.628378
HeslR 2| b 3 0.078576 0121303  0.0326376 0.064595 0.0488084 0.028899  0.689315
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FCHR2
FCHR3
FCHR4
FMR1
FMR2
FMR3
FMR4
FGR1
FGR2
FGR3
FGR4
FGR5
FGR6
FGRY7
FGRS
FGRY
FGR10
FGR11

FGR12

G2
G2
G2
G3
G3
G3
G3
G4
G4
G4
G4
G4
G4
G4
G4
G4
G4
G4
G4

Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto

Fruto

1.00E-09
0.971922
0.228678
1.00E-09
0.171396
0.0274885
111,776
0.028901
0.373537
0.163061
0.0998784
121,057
185,723
117,183
219,225
219,968
225,842
283,022

256,398

0.0824138
0.137604
0.0471265
0.0867308
0.246218
0.0580827
1.00E-09
0.328527
0.18506
0.158385
0.0870583
1.00E-09
0.258002
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
0.424968
0.11542

0.0999694

1.00E-09
0.0376711
1.00E-09
0.0283199
0.0647428
1.00E-09
1.00E-09
0.315176
0.0623161

1.00E-09

1.00E-09 0.0596041

1.00E-09
0.0599379
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
0.142952
0.072619

0.0341426

0.087316
0.239254
0.028362
0.045863
0.169083
0.078989
0.140254
179,041
0.144779

0.167694

1.00E-09
0.208979
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
110,146
0.168534

0.117218

0.0557513
0.216816
0.0264591
0.0313075
0.400228
0.0492758
0.145334
20,415
0.148451
0.0928748
0.0629298
0.396286
0.307075
0.138864
0.201311
0.270228
108,974
0.299194

0.302352

1.00E-09
0.107039
1.00E-09
0.018284
0.092947
0.025597
0.25841
716,926
0.074185
0.044200
1.00E-09
0.123743
0.168677
0.133379
0.101087
0.113375
101,258
0.174382

0.119776

0.381452
107,695
0.258894
0.235951
0.940153
0.529867
161,493
689,083
0.730193
108,618
0.721174
0.920394
133,588
0.671733
105,293
108,752
813,786
106,974

0.798877
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Cuadro 1. Continuacion.

Identificador Fenologia Organo Madurez

EFR1 G0 Flor 1 0.139955 0.108711  0.234486  0.214411  0.283792 1.00E-09 1.00E-09
EFR2 G0 Flor 1 0.124578 0.124134 0256881  0.204781  0.188827 1.00E-09 1.00E-09
EFR3 G0 Flor 1 0.158514 0133912  0.395725  0.280461  0.0265464 0.0293878 1.00E-09
EFR4 GO Flor 1 0.116884 0.0896224 0190328  0.159664  0.0588438  0.00896224  1.00E-09
EFR> G0 Flor 1 0.0691046  0.0602703 0.151052  0.137667  0.135096 0.221598 1.00E-09
=5 G0 Flor 1 0.0396144  0.0260602 0.0940864 0.0822625  0.0145913 0.329666 0.0834715
EFR7 G0 Flor 1 0.0997548  0.0779001  0.163906  0.125022  0.147051 1.00E-09 1.00E-09
=5 GO Flor 1 0.128449 0118682 0275428  0.233304  0.0832265 0.410407 0.0434279
EFR9 G0 Flor 1 0.117724 0.115476  0.239889  0.226582  0.0643513 0.15756 0.0414293
EHRD G0 Flor 1 0.134498 0.133224 0248754  0.229976  0.0499027 0.217843 0.0225745
—_ Gl Fruto 2 0.199679 0.148384 0334396  0.300102  0.13227 0.027002 1.00E-09
FCPR2 Gl Fruto 2 141,786 1.00E-09 0335064 104453  0.292364 0.248501 1.00E-09
FERRS Gl 2 0.136513 0.0806965  0.105097  0.157063  0.116633 0.0357556 1.00E-09
FCPR4 Gl Fruto 2 0.634179 1.00E-09  1.00E-09 046939  1.00E-09 113,535 1.00E-09
HeslR 2| b 3 0.168213 0.151001  0.309813  0.26807  0.201596 0.498077 1.00E-09
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FCHR2
FCHR3
FCHR4
FMR1
FMR2
FMR3
FMR4
FGR1
FGR2
FGR3
FGR4
FGR5
FGR6
FGR7
FGR8
FGR9
FGR10
FGR11

FGR12

G2
G2
G2
G3
G3
G3
G3
G4
G4
G4
G4
G4
G4
G4
G4
G4
G4
G4
G4

Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto

Fruto

0.1568
0.353246
0.073817
0.111914
0.366761

0.12202
0.254069
0.53997
0.235916
0.231698
0.156614
1.00E-09
0.433958
0.27362
0.330137
0.337779
0.450485
0.310626

0.252968

0.119421
0.123273
0.0255514
0.110003
0.222582
0.111879
1.00E-09
0.119439
0.23975
0.208743
0.145936
1.00E-09
0.239444
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
0.0387499
0.153007

0.1139

0.244334

0.377165

0.0638804

0.215168
0.398013
0.254308
0.299472
22,564
0.424813
0.436691
0.311561
0.41
0.453516
0.291413
0.35834
0.370024
196,397
0.315553

0.276824

0.178937

0.423625

0.0592453

0.191061
0.382499
0.21044
0.454819
155,146
0.358794
0.390635
0.277166
0.473574
0.415708
0.232672
0.293948
0.319324
0.790155
0.388466

0.350967

0.150637
0.104164
0.0280708
0.152445
0.246436
0.181114
1.00E-09
11,427
0.143334
0.282652
0.138435
1.00E-09
0.350163
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
0.465243
0.21251

0.116342

116,372
0.738574
0.0948314
0.131723
452,839
0.25191
0.880093
276,725
0.761793
0.426579
101,679
147,638
154,201
0.786278
192,275
143,212
178,156
16,245

151,607

0.0693615
0.0145612
1.00E-09
0.0424472
0.0731283
1.00E-09
1.00E-09
0.267878
1.00E-09
1.00E-09
0.0544388
1.00E-09
0.107297
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
0.1529
0.0761188

0.0359086
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Cuadro 1. Continuacion.

R R --.-..-.I

EFR1 GO Flor 1 0.10563 1.00E-09 100E-09  0.15872  1.00E-09 0.0389632 0.0940149 0.0278728
EFR2 GO Flor 1 0.11739 1.00E-09 100E-09 0147798 100E-09 100E-09 0.0363082 0.0433528
EFR3 GO Flor 1 0.107427 1.00E-09 1.00E-09  0.396904  1.00E-09 0.0623093 0.0625247 0.00594936
EFR4 GO Flor 1 0.138815 1.00E-09 100E-09 0232505 100E-09 00172718 0.162819 0.0187343
- GO Flor 1 0.0830871  0.0749788 0.00444781 0.0389669 0.0340283 0.0177299 0.0275099 0.0123721
EFR6 GO Flor 1 00550321  0.122409 0.0677489 0.136951  1.00E-09 0.00323881 0.0356103 0.0814639
- GO  Flor 1 0.0724007  1.00E-09  1.00E-09 0.0901844 1.00E-09 0.050419 0.0258225 1.00E-09
EFR8 GO Flor 1 0.1 0.157643  0.0658947 0.0652311 0.0793318 0.0817529 0.054032 0.0706636
= GO  Flor 1 0.0653697  0.0540052 0.0167933 0.0695468  0.038338 0.0589763 0.0998134 0.0060928
EFR10 GO Flor 1 00879012 0121383 1.00E-09 0.0478857 1.00E-09 0.00556057 0.0417636 1.00E-09
HER Gl 2 0.0609571  1.00E-09  1.00E-09 0.0381146 1.00E-09 0.0703873 0.137078 0.0627706
FCPR2 Gl Fruto 2 0.289203 1.00E-09 100E-09 100E-09 100E-09 1.00E-09 1.00E-09  1.00E-09
HEARS Gl Fruto 2 0.0857231  1.00E-09 1.00E-09 00792771 1.00E-09 1.00E-09 1.00E-09  1.00E-09
FCPRA4 Gl Fruto 2 0.26538 1.00E-09 100E-09 100E-09 100E-09 1.00E-09 1.00E-09 1.00E-09
R G2 Fruto 3 1.00E-09 1.00E-09 100E-09 00975285 1.00E-09 0.067369 0.0516361 1.00E-09
FCHR2 G2 Fruto 3

0.147539 0.254044 0.12592  0.0935523 0.0835522 1.00E-09  1.00E-09  1.00E-09
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FCHR3
FCHRA4
FMR1
FMR2
FMR3
FMR4
FGR1
FGR2
FGR3
FGR4
FGR5
FGR6
FGR7
FGRS8
FGR9
FGR10
FGR11

FGR12

G2
G2
G3
G3
G3
G3
G4
G4
G4
G4
G4
G4
G4
G4
G4
G4
G4
G4

Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto

Fruto

A~ W

0.45485
0.0782971
0.0759314

0.689476
0.178141
0.772911
12,434
1.00E-09
0.193879
0.106292
0.802611
0.566477
0.293074
0.484847
0.518968
0.752774
0.635015

0.573683

0.091483
1.00E-09
0.031587
0.018171
0.023548
1.00E-09
0.376752
1.00E-09
1.00E-09
0.278376
0.392099
0.269588
1.00E-09
0.541911
1.00E-09
0.295442
0.225727

0.261438

0.0171575
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
0.165551
1.00E-09
1.00E-09
0.176722
1.00E-09

0.0979106
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09

0.0552114

0.0903792

0.156844

0.115008
0.0412386
0.0241343
0.0446599
0.0736117

0.308548

0.196945

0.180677

1.00E-09
0.0724114

1.00E-09

0.166913

1.00E-09

1.00E-09

1.00E-09
0.0720463

0.178403

0.160614

1.00E-09
1.00E-09
0.0051410
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
0.0895284
0.12579
1.00E-09
0.12485
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
0.115984
0.119344

0.0657096

0.0250558
0.0125286
0.0494805
1.00E-09
0.0783889
1.00E-09
0.155824
0.0590472
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
0.121897
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
0.211778
0.0904794

0.0288572

0.0633335
0.019291
0.0223352
1.00E-09
0.0359018
1.00E-09
0.193619
0.123171
1.00E-09
0.0744634
1.00E-09
0.0888032
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
0.0502816
0.121306

0.0806784

0.0860827
0.0123267
0.00407366
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
0.400615
0.127788
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
0.0729669
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
0.450208
0.0815817

0.0422768
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Cuadro 1. Continuacion.

e --..-...

EFR1 GO Flor 1 0.0318422 0.0779678  0.109426 0.0797315 0.0692978 0.0459645 0.294506 0.213771
= G0 Flor 1 0.0274827 1.00E-09  0.102255 0.149549 0.140255 0.0776877 0.329201 0.251114
EFR3 G0 Flor 1 0.0506773 0.0552572  0.228445 0.215141 0.136563 0.0662123 0.35512 0.282969
EFR4 GO Flor 1 0.0238953 0.0532054  0.0594602 0.133436 0.0866914 0.00579554 0.158667 0.161477
=5 G0 Flor 1 0.0337522 1.00E-09  0.06629790.0365845 1.00E-09 1.00E-09 0.202145 1.00E-09
EFR6 GO Flor 1 0.0774154 0.136551  1.00E-09 0.0186786 0.0178967 1.00E-09 0.104768 1.00E-09
E R G0 Flor 1 1.00E-09 0.00310283  0.0715317 0.0784516 0.0748726 0.0519109 0.220595 0.13681
EFR3 GO Flor 1 0.217977 0.146064  0.130833 0.0717895 0.0798947 0.0646636 0.382636 1.00E-09
E G0 Flor 1 0.0782463 0.133108  0.147829 0.0543686 0.0942275 1.00E-09 0.376138 0.391308
EFR10 GO Flor 1 0.051453 0.0578837  0.121953 0.0410596 0.0852119 1.00E-09 0.275276 1.00E-09
PR Gl e 2 0.0287924 0.0608259  0.205806 0.764985 1.00E-09 0.426074 0.606962 0.598157
FCPR2 Gl Fruto 2 1.00E-09 1.00E-09  1.00E-09 1.00E-09 100E-09 1.00E-09 0.373873 0.257238
FERRS L e 2 1.00E-09 1.00E-09  1.00E-09 0.0753445 0.0807055 1.00E-09 0.142516 0.127527
FCPR4 Gl Fruto 2 1.00E-09 1.00E-09  1.00E-09 1.00E-09 1.00E-09 1.00E-09 1.00E-09 1.00E-09
HelR L oo | 3 0.0278697 0.051348  0.145326 0.0449472 0.0791446 0.0715913 0.432245 0.292562
—_ G2 | Fruto 3 0.151285 0.102532  0.148238 0.0719148 0.0784455 0.0532479 0.325002 0.411343
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FCHR3
FCHR4
FMR1
FMR2
FMR3
FMR4
FGR1
FGR2
FGR3
FGR4
FGRS5
FGR6
FGR7
FGRS8
FGR9
FGR10
FGR11

FGR12

G2
G2
G3
G3
G3
G3
G4
G4
G4
G4
G4
G4
G4
G4
G4
G4
G4
G4

Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto

Fruto

0.237374
0.0370173
0.0218691

0.00087242
0.060458
0.365665

148,052
0.23718
0.137901
0.199069
0.40449

0.362034

0.215321

0.273315

0.344976

171,401

0.301401

0.345395

1.00E-09
0.0413327
0.0859664
0.0514441
0.136989
1.00E-09
0.540474
0.0714833
1.00E-09
0.0680694
0.490071
0.145977
1.00E-09
0.247111
1.00E-09
0.599772
0.242271

0.31263

0.0998131 0.1382

1.00E-09
0.106689

1.00E-09

1.00E-09
0.101497

1.00E-09

0.101989
1.00E-09
0.130343

1.00E-09

0.0332601 0.270054 0.234018

1.00E-09 0.0750757 0.0581905

0.015493 0.26889 0.234366

0.00297312 1.00E-09

0.129189 0.0692983 0.0508003 0.0448589 0.32824

1.00E-09
208,991
0.232379
0.188411
0.154401
1.00E-09
0.256052
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
239,474

0.152271

1.00E-09

11,097

1.00E-09

1.00E-09

0.598599

0.072563 0.425064 0.417813

0.130244 0.179497 0.0839288

0.132764

1.00E-09

1.00E-09

0.0594369 0.0835976 1.00E-09

1.00E-09
0.163792
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09

109,043

0.0979088 0.0913308

1.00E-09
0.195271
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09

1.00E-09

1.00E-09
0.072024
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
0.466429

0.071615

0.544735
0.505256
0.385935
1.00E-09
0.599264
0.347847
0.44724
0.425279
0.441545

0.420155

0.112395 0.0485846 0.0589749 0.0111144 0.267932

1.00E-09
0.279852
1.00E-09
0.0636986
1.00E-09
0.418743
0.370773
0.693802
0.852523
0.36095
0.521388
0.529481
0.0223593
0.515337

1.00E-09

102



Cuadro 1. Continuacion.

e R --..-..-

EFR1 G0 Flor 1 0129054 0202701  1.00E-09 0.0714746 1.00E-09 0.0118835 1.00E-09 0.00747212
EFR2 GO Flor 1 0155514 0202892  1.00E-09 0.0161068 0.0393273 1.00E-09 0.00162302 0.0146565
EHRE G0 Flor 1 0185579  0.236138  1.00E-09 0.0358705 0.0262439 0.0131655 0.0323214 0.0227614
EFR4 G0 Flor 1 100E-09  0.231513  0.0401699 0.0355951 0.0188672 0.0222455 1.00E-09  1.00E-09
=5 G0 Flor 1 0107412 0137361  0.0168914 0.0590178 0.00121164 0.0307308 0.0290897  0.044018
EFR6 G0 Flor 1 0.0550265  0.103409  0.043663 0.0796171 1.00E-09 100E-09 100E-09  1.00E-09
E R G0 Flor 1 0.128085 016228  1.00E-09 0.0104036 0.00307506 0.0148198 0.00793166 0.0189106
EFR8 G0 Flor 1 0.180636 022859  0.0266316 0.0429703 1.00E-09 0.0364256 0.0205217 0.0175332
E G0 Flor 1 0182829 0233097  0.0463152 0.0303249 100E-09 1.00E-09 0.0142808 1.00E-09
EFR10 G0 Flor 1 0137053  0.145587  0.0583899 0.0764083 1.00E-09 1.00E-09 0.0140477 0.00576622
PR Gl | e 2 0560359 0314216  1.00E-09 0.0512799 100E-09 1.00E-09 1.00E-09 0.00467654
FCPR2 Gl Fruto 2 0.212183 0317669  1.00E-09 1.00E-09 100E-09 1.00E-09 1.00E-09  1.00E-09
FERRS Gl Fruto 2 100E-09 0111715  100E-09 100E-09 1.00E-09 1.00E-09 1.00E-09  1.00E-09
FCPR4 Gl Fruto 2 1.00E-09 1.00E-09  1.00E-09 1.00E-09 1.00E-09 1.00E-09 1.00E-09  1.00E-09
HelR L G2 Fruto 3 0.20913 023849  1.00E-09 0.0482552 0.0547712 0.0615215 1.00E-09 0.0237626
—_ Gz Fruto 3 0.140728 017422  1.00E-09 0.0854705 1.00E-09 1.00E-09 1.00E-09  1.00E-09
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FCHR3 G2 Fruto 3 0.171969 027511  1.00E-09 0.168771 1.00E-09 1.00E-09 0.0679905 0.0106367

FCHR4 Gz  Fruto 8 0.0370114  0.0547358 0.00213516 0.0345665 1.00E-09 0.0150618 1.00E-09  1.00E-09
FMR1 G3  Fruto 4 0.147416 0192651  0.0217573 1.00E-09 1.00E-09 1.00E-09 0.00502449 0.00542533
FMR2 G3  Fruto 4 1.00E-09 1.00E-09  1.00E-09 0.0644443 1.00E-09 1.00E-09 1.00E-09  1.00E-09
FMR3 G3  Fruto 4 0.21868 0233539  1.00E-09 0.113447 1.00E-09 0.0298103 1.00E-09  1.00E-09
FMR4 G3  Fruto 4 0.350967 0303714  1.00E-09 022371 1.00E-09 100E-09 1.00E-09  1.00E-09
FGR1 G4 Fruto 5 00341938 0492762  1.00E-09 0.124956 0.0237678 141,866 0.547786  1.00E-09
FGR2 G4 Fruto > 0.267815 0.440066  0.0671882 0.105008 1.00E-09 1.00E-09 0.0160699 0.0171443
FGR3 G4 Fruto 5 0.315772 0.356897  1.00E-09 1.00E-09 1.00E-09 100E-09 1.00E-09  1.00E-09
FGR4 G4 Fruto > 0.141323 0.285046  1.00E-09 0.0851414 1.00E-09 1.00E-09 1.00E-09  1.00E-09
FGR5 G4 Fruto 5 1.00E-09 0.38429  1.00E-09 1.00E-09 1.00E-09 100E-09 1.00E-09  1.00E-09
FGR6 G4 Fruto 5 0.186835 0.379756  0.0961177 0.322697 0.0177149 0.0596664 0.0099075 1.00E-09
FGRY7 G4 Fruto 5 0.199884 0260735  1.00E-09 1.00E-09 1.00E-09 100E-09 1.00E-09  1.00E-09
FGR8 G4 Fruto 5 1.00E-09 1.00E-09  1.00E-09 0.292177 1.00E-09 100E-09 1.00E-09  1.00E-09
FGR9 G4 Fruto 5 1.00E-09 0378186  1.00E-09 1.00E-09 1.00E-09 100E-09 1.00E-09  1.00E-09
FGR10 G4 Fruto 5 1.00E-09 0574604  1.00E-09 0.303158 0.734963 0.316499 0.296198  1.00E-09
FGRI11 G4 Fruto 5 0.201753 030114  0.197619 0.211552 1.00E-09 1.00E-09 0.0835021 1.00E-09
FGR12 G4 Fruto 5 0.120943 0251268  0.109254 0.165988 1.00E-09 1.00E-09 1.00E-09  1.00E-09
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Cuadro 1. Continuacion.

Identificador Fenologia Organo Madurez

EFR1 GO Flor 1 0.0319496 0.122714  0.017976 0.026014 0.0344486 1.00E-09 0.0844527 0.030252
EFR2 G0 Flor 1 0.105516 0.048725  0.02859270.0763952 0.0424303 1.00E-09 0.115727 0.0279958
EFR3 GO Flor 1 0.0772237 0.0989337  1.00E-09 555,363 0.0283159 1.00E-09 0.00397479 0.0475538
Em G0 Flor 1 1.00E-09 1.00E-09  0.156885 1.00E-09 1.00E-09 1.00E-09 0.0364291 0.0421582
EFR5 GO Flor 1 0.0326428 1.00E-09  0.05271420.0134661 1.00E-09 1.00E-09 1.00E-09 0.00179957
- G0 Flor 1 1.00E-09 0.243682  1.00E-09 1.00E-09 1.00E-09 1.00E-09 0.0052187 0.00682147
EFRT GO Flor 1 1.00E-09 0.0713572  0.05859270.0394163 0.0126176 0.0581721 1.00E-09 0.01824
=- G0 Flor 1 0.0748055 0.104618  0.0446773 0.883538 0.0334142 0.0495835 0.0687002 0.0196018
EFR9 GO Flor 1 0.0842852 0.147071  0.0264261 1.00E-09 0.0313658 1.00E-09 1.00E-09 0.0669311
ESRL G0 Flor 1 0.103159 0.0351273  0.0461456 0.0413681 0.00764874 0.0538339 0.016658 0.0359341
e Gl Fruto 2 0.00708426 0.0898189  0.0592825 0105086 1.00E-09 1.00E-09 0.113726 0.0430149
FCPR2 Gl Fruto 2 1.00E-09 1.00E-09  1.00E-09 1.00E-09 1.00E-09 1.00E-09 1.00E-09 1.00E-09
HEARS el 2 1.00E-09 1.00E-09  1.00E-09 1.00E-09 1.00E-09 1.00E-09 1.00E-09 1.00E-09
FCPRA4 Gl Fruto 2 1.00E-09 1.00E-09  1.00E-09 1.00E-09 1.00E-09 1.00E-09 1.00E-09 1.00E-09
FelAld G2 | A 3 0.0792829 0.058421  0.0381738 0.151865 0.0403791 0.105627 0.102285 0.0590972
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FCHR2
FCHR3
FCHRA4
FMR1
FMR2
FMR3
FMR4
FGR1
FGR2
FGR3
FGR4
FGR5
FGR6
FGRY7
FGR8
FGR9
FGR10
FGR11

FGR12

G2
G2
G2
G3
G3
G3
G3
G4
G4
G4
G4
G4
G4
G4
G4
G4
G4
G4
G4

Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto

Fruto

1.00E-09
0.0697888
0.00690153
0.0194315
1.00E-09
0.119928
1.00E-09
0.239132
0.078107
1.00E-09
0.0698062
1.00E-09
0.0197221
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
0.0875608

0.0613761

1.00E-09
0.268376
0.146528
1.00E-09
0.459163
107,888
0.285957
0.468196
0.191649
1.00E-09
0.0812369
1.00E-09
0.243366
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
0.567646

0.144691

1.00E-09 1.00E-09 1.00E-09 0.0585087

1.00E-09 0.0366872
1.00E-09 0.0215653
0.0272618 0.044498
1.00E-09 1.00E-09
1.00E-09 0.0568318
1.00E-09 1.00E-09
134,708 486,152
0.147811 0.0824784
1.00E-09 1.00E-09
1.00E-09 1.00E-09
1.00E-09 1.00E-09
0.0483946 1.00E-09
1.00E-09 1.00E-09
1.00E-09 1.00E-09
1.00E-09 1.00E-09
0.849679 594,197

1.00E-09 1.00E-09

0.0275427
1.00E-09
0.0224051
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
0.111524
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09

1.00E-09

0.0426615
1.00E-09
0.0133443
1.00E-09
0.176006
1.00E-09
0.0491446
0.113418
1.00E-09
1.00E-09

1.00E-09

1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
0.164279
0.326366
1.00E-09
0.250804
0.121575
0.178863
0.123016

1.00E-09

1.00E-09
0.00738992
0.0092955
0.0171103
1.00E-09
0.157078
1.00E-09
0.297728
0.077845
1.00E-09
1.00E-09

1.00E-09

0.0877889 0.0620094 0.0361656

1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09

0.276433

1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09

0.0451809

1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09

1.00E-09

0.0698364 0.00618734 0.117991 0.0811624

0.0335601 0.0266928 0.00965348 0.0293096 0.0217115 1.00E-09
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Cuadro 1. Continuacion.

e R --..--..

EFR1 G0 Flor 1 0.0287526 1.00E-09 0.0750434 0.0652829 0.140549 0.0543288 140,602 0.11152
EFR2 GO Flor 1 0.0523558 1.00E-09 0.0464656 0.0697256 0.0757391 0.126709 121,937 0.122979
EFR3 G0 Flor 1 48,704 0.0309315 0.0222178 0.097749 0.108519 0.0248488 0.777443 0.138461
EFR4 G0 Flor 1 0.0183596  0.0512473 1.00E-09 0.0944571 0.133443 0.0374081 119,953 0.109505
EFRS GO Flor 1 1.00E-09 100E-09  100E-09 100E-09 1.00E-09 0.0436959 1.00E-09 0.142846
EFR6 G0 Flor 1 1.00E-09 00247237 1.00E-09 0.013765 0.00565683 0.00856289 0.174097 0.0279902
E R G0 Flor 1 1.00E-09 1.00E-09  1.00E-09 0.0319647 0.0781659 1.00E-09 0.697696 0.0955846
EFR3 G0 Flor 1 0.721309 1.00E-09 00524668 1.00E-09 0172911 0.058476 0.205167 0.149995
E G0 Flor 1 1.00E-09  0.0576259 0.0787622 0.0802024 0.00566209 1.00E-09 0.115516 0.13995
EFR10 G0 Flor 1 1.00E-09 1.00E-09 0.0390268 0.0738772 1.00E-09 0.0361951 0.103618 0.133367
PR Gl Fruto 2 1.00E-09 1.00E-09  0.110176 0.150521  0.16141  0.127223 0.493591 0.301421
FCPR2 Gl Fruto 2 1.00E-09 1.00E-09  1.00E-09 1.00E-09 1.00E-09 100E-09 0.771428 1.00E-09
FERRS Gl Fruto 2 1.00E-09 1.00E-09  1.00E-09 0.0303403 0.0493527 1.00E-09 0.471721 1.00E-09
FCPR4 Gl Fruto 2 1.00E-09 1.00E-09  1.00E-09 1.00E-09 1.00E-09 100E-09 0546517 1.00E-09
HelR L G2 Fruto 3 100E-09 00280694 0.095473 0.0856913 0.110049 0.0673459 0.840769 0.166523
—_ Gz Fruto 3 1.00E-09 1.00E-09  0.0592979 0.0532388 0.0910579 1.00E-09 0.106609 0.0876384
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FCHR3
FCHR4
FMR1
FMR2
FMR3
FMR4
FGR1
FGR2
FGR3
FGR4
FGRS5
FGR6
FGR7
FGRS8
FGR9
FGR10
FGR11

FGR12

G2
G2
G3
G3
G3
G3
G4
G4
G4
G4
G4
G4
G4
G4
G4
G4
G4
G4

Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto

Fruto

1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
578,226

1.00E-09

1.00E-09

0.0453562
1.00E-09
0.0241483

1.00E-09

1.00E-09 0.0413496 0.0786764

1.00E-09

1.00E-09

0.0553813

1.00E-09

0.00429341 0.0926869 0.0545199

1.00E-09
1.00E-09
0.0379755
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
0.138891
0.0548753

1.00E-09

1.00E-09
0.7005
0.135249
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
0.516296
1.00E-09

1.00E-09

1.00E-09
0.240918
0.0250778
1.00E-09
0.0526891
1.00E-09
0.0867531
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09

0.0745362

1.00E-09
0.151434
0.080674
1.00E-09
241,719
0.0561599
0.121953
0.0514991
1.00E-09
0.0612093
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
543,463
0.0769041

0.0579202

1.00E-09

0.930302

0.114795

0.0192125 0.00843281 0.0214418 0.00265082 0.378732 0.0261003

0.0338477 0.0180658 0.108148

1.00E-09
0.044572
1.00E-09
0.989345
0.136859
1.00E-09
0.089567
1.00E-09
0.108925
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
105,478
1.00E-09

1.00E-09

0.152295
0.524439
175,269
1.00E-09
0.339339
0.916126
0.115658
1.00E-09
0.0797886
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
0.204875

0.141619

1.00E-09
0.118841
1.00E-09
0.209204
0.224308
0.212477
1.00E-09
1.00E-09
0.205864
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
0.814461
0.114055

0.0796862
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Cuadro 1. Continuacion.

R ..-.....‘

EFR1
EFR2
EFR3
EFR4
EFRS5
EFR6
EFR7
EFR8
EFR9
EFR10
FCPR1
FCPR2
FCPR3
FCPR4
FCHR1
FCHR2

GO
GO
GO
GO
GO
GO
GO
GO
GO
GO
Gl
Gl
Gl
Gl
G2
G2

Flor
Flor
Flor
Flor
Flor
Flor
Flor
Flor
Flor
Flor
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto

Fruto

1
1
1

w

1.00E-09
0.0022742
1.00E-09
0.0515979
1.00E-09
1.00E-09
0.0193193
0.041611
1.00E-09
0.0079888
0.0934459
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
0.0368522
1.00E-09

1.00E-09
0.0164127
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
0.0019688
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
0.0363533
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
0.0340898
1.00E-09
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0.103404
0.0778554
0.0570985

1.00E-09
0.0446775
0.0346065
0.0443403
0.0563066
0.0737417
0.0621708

0.16577
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
0.0628124
1.00E-09

0.0645849 1.00E-09
0.0252135 1.00E-09
511,324 0.0817678
0.0842197 1.00E-09
1.00E-09 1.00E-09
1.00E-09 1.00E-09
1.00E-09 1.00E-09
0.829295 0.133263
1.00E-09 0.0184848
1.00E-09 1.00E-09
1.00E-09 0.164042
1.00E-09 1.00E-09
1.00E-09 0.0306657
1.00E-09 1.00E-09
0.0214497 1.00E-09
1.00E-09 1.00E-09

161,306 0.0857497 0.088261
188,373 0.148834 0.0486461
133,716 0.180045 0.0534365
0.86188 0.135975 0.0225537
1,031  0.819092 1.00E-09
111,005 0.0391597 1.00E-09
0.879898 0.32959 0.0326868
440,199 0.267327 0.0598535
162,579 0.0918945 0.0317113
153,637 0.0984924 1.00E-09
0.76047 0.221225 0.157436
0.712395 1.00E-09 1.00E-09
0.434781 0.0617293 1.00E-09
0.635369 1.00E-09 1.00E-09
160,779 0.0662125 0.0734316
317,118 0.107045 0.0512796
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FCHR3
FCHR4
FMR1
FMR2
FMR3
FMR4
FGR1
FGR2
FGR3
FGR4
FGRS5
FGR6
FGR7
FGRS8
FGR9
FGR10
FGR11

FGR12

G2
G2
G3
G3
G3
G3
G4
G4
G4
G4
G4
G4
G4
G4
G4
G4
G4
G4

Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto

Fruto

A W w

o1 o1

0.0184092

0.0260779

0.00433503 1.00E-09

1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
0.0354332
0.132065
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
0.0856926

1.00E-09

0.0274483
0.00866107
0.0140278
1.00E-09
1.00E-09
0.127191
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
0.0348741

1.00E-09

0.0440279
0.0174244
0.0274063
1.00E-09
0.0652418
1.00E-09
0.0826698
0.106157
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
0.0821815
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09

0.0601522

0.026466 1.00E-09
1.00E-09 0.0128992

1.00E-09 1.00E-09

140,539 0.116216 1.00E-09
436,379 0.0368663 1.00E-09

194,507 0.0511538 0.0367608

1.00E-09 0.361515 0.0995936 0.637905 1.00E-09

1.00E-09 0.0516843
1.00E-09 0.461996
43,628 1.00E-09
1.00E-09 0.0384366
1.00E-09 1.00E-09
1.00E-09 1.00E-09
1.00E-09 1.00E-09
1.00E-09 1.00E-09
1.00E-09 1.00E-09
1.00E-09 1.00E-09
1.00E-09 1.00E-09
596,052 101.94
0.0490872 1.00E-09

1.00E-09 1.00E-09

0.507319 0.182111 1.00E-09
262,151 145,817 1.00E-09
653,689 1.00E-09 1.00E-09
378,546  0.22607 0.0816432
146,704 0.168887 1.00E-09
1.00E-09 1.00E-09 1.00E-09
209,279 1.00E-09 1.00E-09
337,153 0.0668381 1.00E-09
0.878354 1.00E-09 1.00E-09
116,266 1.00E-09 1.00E-09
258,703 1.00E-09 1.00E-09
383,966 129,849 0.0901909
258,116 0.0905245 1.00E-09

29,709  0.20688 0.0468984

110



Cuadro 1. Continuacion.

R ..-.-..

EFR1 GO Flor

(I

0.0784304 0.00182982 0.0421479 0.046551 0.267249 0.147811 0.103887 0.11824
EFR2 GO Flor 1 0.086449  1.00E-09 0.223794 0.0397861 0.454514  0.387398 0.428471 0.101017
EFR3 GO Flor 1 0.101631 0.0341934 0.172803 0.0666123 0.151632 0.195401 0.178835 537,087
EFR4 GO Flor 1 0.168862 0.0208313 0.111118 0.0745443 0.378004  0.169183 0.146121 0.0605057
EFRS GO Flor 1 1.00E-09 0.0658684 0.153378 1.00E-09 0.893166 1.00E-09 0.769731 1.00E-09
EFR6 GO0 Flor 1 0.0876753 1.00E-09 0.0484324 1.00E-09 0.175373 0.0629461 0.0302585 0.0456928
EFRY GO Flor 1 1.00E-09  1.00E-09 0.0865023 1.00E-09 0124982  0.136409 0.124403 0.0522283
EFRS GO Flor 1 0.174215  1.00E-09 0.199725 1.00E-09 0.373849 0.221991 0.187446 101,389
EFR9 GO Flor 1 0.157924  1.00E-09 1.00E-09 1.00E-09 249,922  0.0923835 0.0812478 0.0928277
EFR10 GO Flor 1 0.201707  1.00E-09 1.00E-09 1.00E-09 0.318993  0.128312 0.00654138 0.133738
FCPR1 Gl Fruto 2 0.200134 0.0526304 0.193567 1.00E-09 1.00E-09 0.368706 0.325729 0.0874189
FCPR2 Gl Fruto 2 1.00E-09  1.00E-09 1.00E-09 1.00E-09 0.231569 1.00E-09 1.00E-09 1.00E-09
FCPR3 Gl Fruto 2 0.0942122  1.00E-09 0.106634 1.00E-09 0.466622 0.0556269 0.107095 1.00E-09
FCPR4 Gl Fruto 2 0.372748  1.00E-09 1.00E-09 1.00E-09 1.00E-09 1.00E-09 1.00E-09 1.00E-09
FCHR1 Gz  Fruto 3 0.0329564 1.00E-09 0.034743 0.11559  1.00E-09 0.0856414 0.0341551 0.152442
FCHR2 Gz  Fruto 8 0.195926  1.00E-09 0.0965727 1.00E-09 1.00E-09 0.166234 0.2072 1.00E-09
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FCHR3
FCHR4
FMR1
FMR2
FMR3
FMR4
FGR1
FGR2
FGR3
FGR4
FGRS5
FGR6
FGR7
FGRS8
FGR9
FGR10
FGR11

FGR12

G2
G2
G3
G3
G3
G3
G4
G4
G4
G4
G4
G4
G4
G4
G4
G4
G4
G4

Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto

Fruto

w W

(]

0.0637544
0.0323568
0.203114
0.123321
1.00E-09
0.92192
1.00E-09
0.161904
0.14539
0.198232
1.00E-09
0.169027
1.00E-09
0.344446
1.00E-09
182,032
1.00E-09
0.0919879

1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09

1.00E-09

0.0894005
0.0442855
0.067015
0.716372
0.197357
267,259
1.00E-09
0.133859
0.213669
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
989,506
1.00E-09

0.0836399

1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
0.0239866
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09

1.00E-09

0.512626

0.215811

0.180091 0.0717401

0.0600727 0.0759051 0.0896748 0.023424

1.00E-09
0.313159
0.591322
0.53576
1.00E-09
0.713671
0.40396
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
0.269105
0.319363
0.454497
0.457198
0.457197

0.492819

0.135913
110,571
0.160394
421,661
1.00E-09
0.217274
0.330826
0.0622158
1.00E-09
0.0704668
1.00E-09
1.00E-09
1.00E-09
0.131537
1.00E-09

0.129502

0.0927247 0.168815
211,492 0.0103026
0.25184 0.0778251
541,309 241,968
1.00E-09 1.00E-09
0.248259 0.222482
0.317311 0.164324
1.00E-09 0.076406
1.00E-09 1.00E-09
0.0859459 0.101775
0.201412 1.00E-09
1.00E-09 1.00E-09
1.00E-09 1.00E-09
0.0772464 0.0663651
1.00E-09 1.00E-09

1.00E-09 0.0256568

112



Cuadro 1. Continuacion.

R .--..“

EFR1 GO Flor 0.178327  0.269137 0.0680628 0.233515 0.105741
EFR2 GO Flor 1 0.0618177  0.284388 0.416104 0.232782 1.00E-09
EFR3 GO Flor 1 1.00E-09  0.22007 0.154888 0.185958 476,646
EFR4 GO Flor 1 0.0265604  0.864726 0.170083 0.195646 1.00E-09
EFR5 GO Flor 1 424391  1.00E-09 0.634712 0.351965 0.419842
EFR6 GO Flor 1 1.00E-09  0.0870264 0.0698729 0.0801606 0.0117851
EFR7 GO Flor 1 0.107028  0.135179 0.133759 0.127252 1.00E-09
EFR8 GO Flor 1 1.00E-09  0.121355 0.107579 0.35757  0.930824
EFR9 GO Flor 1 0.153015  0.418573 0.1116 258,716  0.100607
EFR10 GO Flor 1 0.398613  0.373309 0.161763 0.349968 1.00E-09
FCPR1 Gl Fruto 2 1.00E-09 490,122 0.219689 0.207118 1.00E-09
FCPR2 Gl Fruto 2 0.17027  1.00E-09 1.00E-09 0.184258 1.00E-09
FCPR3 Gl Fruto 2 1.00E-09 0.12043 0.0852258 0.228221 1.00E-09
FCPR4 Gl Fruto 2 1.00E-09  1.00E-09 1.00E-09 1.00E-09 1.00E-09
FCHR1 G2 Fruto 3 1.00E-09  0.145814 0.0734739 0.216979 0.125118
FCHR2 G2 Fruto 3 1.00E-09  0.361093 0.194919 0.300984 0.0769353
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FCHR3 G2 Fruto

w

0.0372557  0.251525 0.215598 0.702414 0.109592
FCHR4 G2 Fruto 3 0.0139638  0.060408 0.0928256 0.0990605 0.021981
FMR1 G3 Fruto 4 1.00E-09  0.265911 0.168484 0.348382 0.243147
FMR2 G3  Fruto 4 0.079528  1.00E-09 415,547 0.372805  0.3316
FMR3 G3 Fruto 4 0.0833395  1.00E-09 0.188176 0.49145  0.130036
FMR4 G3  Fruto 4 1.00E-09  0.473242 526,396 0.27375 273,824
FGR1 G4 Fruto 5 0251909 314,998 239,207 0.0130572 1.00E-09
FGR2 G4 Fruto 5 0.10486  0.227294 0.219934 0.379511  0.22305
FGR3 G4 Fruto 5 1.00E-09  0.526016 0.30106 0.2122  1.00E-09
FGR4 G4 Fruto > 1.00E-09  0.462328 0.065149 0.56676 0.0938768
FGR5 G4 Fruto 5 1.00E-09  0.363251 1.00E-09 0.76706  1.00E-09
FGR6 G4 Fruto 5 0.129505  0.265595 0.0617308 0.461481 1.00E-09
FGR7 G4 Fruto 5 1.00E-09  0.470433 0.198257 1.00E-09 0.184769
FGR8 G4 Fruto 5 1.00E-09  1.00E-09 1.00E-09 124,036  1.00E-09
FGR9 G4 Fruto 5 1.00E-09  1.00E-09 1.00E-09 111,053  1.00E-09
FGR10 G4 Fruto > 1.00E-09  1.00E-09 1.00E-09 1.00E-09 1.00E-09
FGR11 G4 Fruto 5 0.047228  1.00E-09 0.114444 0.265185 1.00E-09
FGR12 G4 Fruto 5 383,741  1.00E-09 0.00850689 0.291367 0.121669
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