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RESUMEN

Se presentan los resultados obtenidos de la primera parte de esta
investigacién, que tuvo como finalidad iniciar estudios olfatométricos sobre diferentes
fuentes de atrayentes especificos de la broca del café, para poder evidenciar y
seleccionar nuevos productos que sean mas poderosos que la mezcla actualmente
utilizada como atrayente de la trampa BROCAP®. La investigacion se desarrollo en
dos etapas complementarias: en la primera se disefid una metodologia de laboratorio
para evaluar el efecto de las diferentes fuentes de atrayentes sobre el
comportamiento de la broca a partir de ensayos preliminares utilizando olfatdmetros.
En este contexto, se evalu6 una serie de parametros implicados en el
comportamiento de la broca, la naturaleza de las fuentes aromaticas y las
condiciones del laboratorio. Se disefiaron y evaluaron olfatdmetros estaticos de caida
con pocillos, como fuente de olor se ocuparon frutos rojos (maduros) de Coffea
excelsa var. Arnoldiano y se utilizaron 50 insectos por olfatdmetro. Los resultados
demostraron que el olfatbmetro mas eficaz fue el que se elabord con vidrio. También,
se observo que la broca recién emergida es activa tanto por la mafana como por la
tarde, que los frutos emiten efluvios hasta mas de 24 horas después del corte y que
los frutos maduros (rojos) son los mas atractivos para la broca (rojos). En la segunda
etapa de la investigacion se evalud la respuesta de la broca por frutos de diferentes
especies y variedades de cafeto utilizando olfatometros de 2 y 4 pozos. Por ultimo,
se evalu6 la respuesta de la broca sobre algunos productos aromaticos liquidos
puros (terpenos, aceites esenciales y un producto de limpieza) y asociados con el
atrayente (etanol-metanol 30:70), mediante olfatbmetros de caida de 2 pozos,
adaptandoles dos sistemas de difusion: uno con papel filtro, otro con capilares.



INTRODUCCION

El cultivo de cafeto se considera de gran importancia en El Salvador, no solo
por su influencia en el producto interno bruto, sino por su relevancia social al
constituir la fuente de sustento de un amplio segmento de la poblacion,
principalmente en las zonas rurales. Ademas genera ventajas ecoldgicas para las
regiones donde es cultivado porque conserva muchas especies de plantas y
animales que se encuentran en via de extincion (Baker, 1999).

Sin embargo, en las ultimas décadas, la caficultura se ha visto afectada por
factores tales como: el fendmeno de El Nifio que provocé cuantiosas perdidas en la
cosecha en 1997 por efecto de sequia, la reduccion del precio del grano a partir de
1998 que alcanz6 niveles muy por debajo de los costos de inversibn (PROCAFE,
2005), generando la disminucién drastica de mano de obra y el abandono de

numerosas plantaciones por limitaciones de insumos (PROCAFE, 2005).

Este contexto muy negativo para la caficultura y especialmente la parte
agronomica, ha favorecido el desarrollo de las plagas del café, sobretodo la broca,
Hypothenemus hampei Ferr. (Coleoptera: Scolytidae), la especie mas dafina del
cultivo (Baker, 1999). La broca perfora el grano, desarrolla galerias, se reproduce,
generando danos irreversibles que reducen la calidad del grano y causan pérdidas
de hasta un 30% de la produccién (PROCAFE 2002).

Con el propésito de controlar las poblaciones de este insecto desde su
aparicion en el pais en 1981, el caficultor opté por varias técnicas, las cuales incluian
control cultural y quimico. No obstante, el primero implica una fuerte inversion en
mano de obra y el segundo presenta una serie de inconvenientes al producir efectos
nocivos al medio ambiente y disminuir la calidad del café por efecto de los residuos

que se acumulan en los granos.



Las tendencias actuales para el control de la broca estan dirigidas a utilizar
menos insecticidas y aplicar diferentes alternativas del manejo integrado, tal como el
trampeo, que consiste en la captura de las brocas adultas emergentes de los frutos
residuales que migran hacia la nueva fructificacion. El trampeo se ha desarrollado en
El Salvador a partir de los anos 2000 (Dufour, 2004) y perfeccionado constantemente
hasta llegar a una tecnologia bastante elaborada. Para resolver el problema de las
variaciones de eficacia de esta técnica, el trampeo ha sido asociado a otro
componente del manejo integrado, especialmente la "repela" o colecta estricta de los
frutos residuales abandonados sobre los cafetos después de la cosecha (Dufour,
comunicacioén personal). Ahora, el ultimo perfeccionamiento que queda pendiente es
el reforzamiento del poder atractivo del atrayente que permitiria aumentar la

capacidad de captura de las trampas.

Es en este marco que esta inscrita la presente investigacion y tiene como
propésito identificar atrayentes especificos de la broca del café, evaluando el efecto
de diferentes fuentes de atrayentes: frutos de diferentes especies y variedades de
cafeto, compuestos aromaticos del café, naturales y sintéticos. Para alcanzar este
proposito, es indispensable definir una estrategia adecuada a partir de diferentes
métodos olfatométricos existentes, buscando la mejor forma de adaptarlas al
comportamiento de la broca, a la naturaleza de las fuentes aromaticas y de las

propias condiciones del laboratorio.



1. FUNDAMENTO TEORICO

1.1 ORIGEN Y CLASIFICACION TAXONOMICA DE LA ESPECIE
1.1.1 Origen de la especie

La broca del fruto de cafeto Hypothenemus hampei Ferr. fue descubierta por
primera vez en Francia, en granos de cafeto importados. Ferrari hizo su descripcién
en 1867, le dio el nombre de Cryphalus hampei (Oliveira Filho, 1927). Eichhoff
(1871); (Citado por Dufour, 1999), introdujo la especie dentro del género
Stephanoderes, el cual fue rapidamente comparado con el genero Hypothenemus
descrito por Westwood (1836). Varias especies descritas fueron puestas en
sinonimia con Stephanoderes hampei Ferrari (Oliveira Filho, 1927). S. coffea
Hagedorn (1920), Xyleborus coffeivorus Van der Weele (1910) y X. caffeicola. Hubo
que esperar hasta 1963, para que Browne demostrara que el género Hypothenemus
es idéntico al género Stephanoderes (Koch, 1973). Segun la regla de la anterioridad,

es el género Hypothenemus que sera retenido.

La mayoria de autores concuerdan en decir que la broca del café es originaria
de Africa Ecuatorial (Bergamin, 1943; Le Pelley, 1968), que infesta especies nativas
de cafetos. Tothill (1940), precisa, por ejemplo, que la plaga es abundante en
Uganda en las formas silvestres de Coffea canephora que crecen en el bosque
humedo. Otros autores no descartan la teoria de un origen etiope, la misma que la
de C. arabica, tomando en cuenta la anterioridad del cultivo de este Coffea con
respecto al de C. canephora y mas precisamente la importancia del comercio del
café "arabica" al momento en que H. hampei fue descubierto (Murphy y Moore,
1990).



1.1.2 Clasificacion taxondmica

La posicién taxonémica del insecto establecida por Balachoswsky (1949), fue
dada a la luz por Crowson en 1955 (Delvare y Aberlenc, 1989):

Orden Coleoptera

Suborden Polyphaga

Infragrupo Curcuijiformia

Super familia Curculionoidea

Familia Scolytidae

Sub familia Ipinae

Super tribu Ipini

Tribu Cryphalina

Genero Hypothenemus (Westwood, 1836)
Especie hampei (Ferrari, 1867)

1.2 BIOLOGIA

H. hampei pertenece a una familia y mas precisamente a un género donde la
mayoria de las especies sacan su alimento de la madera o de los frutos de
numerosas plantas lefosas de importancia econémica, en las regiones tropicales,

subtropicales y templadas (Johanneson y Mansingh, 1984).

Como todos los escolitidos, H. hampei es entonces un barrenador cuyo ciclo
biolégico se mantiene invisible con excepcién de su corta fase de dispersiéon
(Rudinsky, 1962)

1.2.1 Ciclo biolégico

Es un insecto de rapida reproduccion, la hembra puede dar origen a un
promedio de 35 individuos (Decazy, 1989) en una proporcion de 10 hembras por 1
macho. Las hembras de H. hampei se encuentran fuera de los frutos de cafeto
solamente durante un breve lapso de tiempo, periodo que emplea en la busqueda de



sus hospederos (Fig. 2). Es éste tipo de hembra que se utiliza para el desarrollo de
éste trabajo.

Varios autores han estudiado el ciclo biolégico de H. hampei bajo diferentes
condiciones de temperatura y humedad. Segun Gonzalez (1988), la duracién del
ciclo es de 35.8 dias, a 23.3°C + 2.5°C de temperatura y 81.6% * 12.4% de humedad
relativa, distribuidos en 9.4 dias de incubacién, 19.8 dias en estado larval y 6.5 dias
en estado pupal. Segun el mismo autor, bajo condiciones 22.4°C + 1.8°C de
temperatura y 88.3% * 8.5% de humedad relativa, el estado adulto de broca tiene

una duracién que puede alcanzar 131 dias.

Es importante mencionar que en condiciones de laboratorio algunas hembras
de H. hampei Ferr., son capaces de producir huevos fértiles en forma partenogénica

hasta una segunda generacion (Gonzalez, 1988).

1.2.2 Descripcion morfologica

H. hampei es un insecto holometabolo, cuyo ciclo de desarrollo presenta 4

estados sucesivos: huevo, larva, ninfa y adulto (Fig.1)

t\-/

Fig.1: Estado de desarrollo de H. hampei: huevo, larva, ninfa y adulto



El adulto presenta al momento de la eclosién, una coloracion marrén claro que
se oscurece conforme pasan los dias, para transformarse en negro brillante. El
tamano de las hembras es en promedio de 1.7 mm de largo (Sladden, 1934). Segun
Waterhouse y Norris (1989), las diferencias de tamano observadas en numerosos

especimenes habrian tenido una relacion con su origen geografico.

Para, Moore et al., (1990) y Giordanengo (1992), se puede observar una
disminucién en el tamano de los insectos cuando hay una sobrepoblacion en el café

en cereza infestado, y que las reservas alimenticias se agotan.

Finalmente, debe precisarse que el dimorfismo sexual es particularmente
visible en la diferencia del tamano ya que la hembra es 1.4 veces méas grande que el
macho (Sladden, 1934; Bergamin, 1943). Los ojos y las masas de las antenas estan
también mas desarrollados en la hembra (Mbondji, 1974; Lépez, 1993; Mathieu,
1995). Es importante también indicar que los machos llevan un par de alas atrofiadas
que los hace no aptos para el vuelo y sus ojos llevan menos ommatidios que los de

las hembras y sus antenas menos sensibles al olfato.

1.3 ASPECTOS BIOECOLOGICOS
1.3.1 Tropismo, seleccion del hospedero

Segun Ross (citado por Duarte, 1992), el termino tropismo es la reaccion de
cada individuo a estimulos 0 a un conjunto de estimulos, lo cual induce al individuo a
permanecer en un ambiente compatible con sus necesidades. Existen diversos
tropismos describiéndolos como: tigmotropismo o respuesta al contacto, fototropismo
o respuesta a la luz, también quimiotropismo o respuesta a los olores, termotropismo
o reaccion al calor y tropismos coordinados a la interrelacion de los anteriores. En
relacion a H. hampei, las hembras colonizadoras presentan quimiotropismo positivo,
mientras que las hembras no colonizadoras presentan un quimiotropismo negativo,
incluso las méas viejas. Segun el mismo autor, la capacidad de seleccién de
hospedero depende de la fisiologia de este insecto mas que de las condiciones en



las que se haya desarrollado. De la misma manera H. hampei responde a diferentes
longitudes de onda y olores dependiendo de su estado fisiol6gico (Mathieu, 1995).

1.3.2 Breve reseha sobre la migracion y la comunicacion aleloquimica de
Hypothenemus hampei

Las poblaciones de broca que sobreviven en los frutos residuales después de
la cosecha, constituyen el principal indculo que asegura la presencia de la plaga
durante todo el afo. La humedad generada por las lluvias esporadicas de la época
seca, combinada con temperaturas altas, provoca su emergencia y su migracion
(Baker et al., 1992, Dufour et al., 2004). Después de percibir los estimulos olfativos
emitidos por los frutos, la broca manifiesta un comportamiento de busqueda hacia la
fuente atractiva. La orientacion y el acercamiento parecen responder a un gradiente
de concentracién y también a estimulos visuales en la fase terminal de acercamiento
(Mathieu, 1995). Giordanengo et al., (1993) encontraron que las hembras mostraban
una preferencia por los frutos sazones sobre los frutos verdes y por frutos rojos sobre
los frutos sazones. Adicionalmente, mostraron que las hembras respondieron a un
extracto acetonico de frutos verdes evaluado en un olfatometro tipo “Y”. Gutiérrez-
Martinez y Ondarza (1996), realizando experimentos de laboratorio y de campo,
concluyeron que extractos de cloruro de metileno y acetona de frutos maduros de

cafeto fueron los mas atractivos a las hembras.

Warthen et al., (1997) y Mathieu et al., (1998), detectaron metanol y etanol en
los volatiles emitidos por los frutos de cafeto. Ortiz et al., (2004) identificaron el etanol
en los frutos verdes, verde-amarillo y rojos. El etanol atrae varias especies de
escolitidos que atacan arboles (Moeck, 1970, Flechtmann et al., 1999). En las
especies forestales, el etanol es probablemente liberado por organismos presentes
en tejidos de arboles en descomposicién y en plantas con estrés; se arguye que este
compuesto se convierte en una senal que le indica a los descortezadores qué
arboles son mas susceptibles de ser atacados (Byers, 1995).



La propiedad atractiva de la mezcla de los dos alcoholes metanol y etanol
para la broca, ha sido demostrado por varios autores (Mendoza Mora, 1991;
Gutiérrez-Martinez et al., 1993; Mathieu, 1995; Dufour et al, 2004.). Se ha
comprobado que la mezcla de los dos alcoholes etanol-metanol (50:50) es mas
atractiva que el metanol solo (Dufour et al.,, 1999). EI metanol es una kairomona
emitida por las cerezas y su difusién permite a la broca orientarse hacia el fruto de
cafeto que constituye su lugar de reproduccién y alimentacién (Dufour, 1997).

En adicién al etanol y metanol, otros compuestos volatiles pueden intervenir
en la atraccion de la broca. En los frutos rojos de C. canephora se han detectado 19
compuestos, mientras que en los frutos verdes solo 8 (Mathieu et al., 1998). Los
compuestos mas abundantes liberados por los frutos rojos fueron a-pineno, B-pineno,
mirceno, limoneno, cariofileno y humuleno. En C. arabica solamente un compuesto
fue encontrado en los frutos verdes y 10 fueron identificados en los frutos rojos,
principalmente limoneno y linalol (Mathieu, et al., 1998). Los compuestos mas
abundantes liberados por los frutos rojos de C. arabica variedad tipica de la region de
Blue Mountain fueron: hexanal, 2-(e)-hexanal, 3-metil-1-butanol, 3-metil-1-butanal y
1-hexanol (Warthen et al., 1997). Gomes de Lima et al.,(2004), identificaron 31
compuestos volatiles de C. arabica variedad Conillon. En pruebas con un
olfatobmetro, al evaluar algunos de los componentes identificados, ellos encontraron
que el benzaldehido, el salicilato de metilo y el etilo de 2-heptanona, fueron los mas
atractivos para H. hampei, pero solo cuando fueron mezclados con una mezcla de
metanol y etanol. El sinergismo entre el etanol y otros monoterpenos esta
ampliamente documentado en otras especies de escolitidos (Byers, 1995). Pruebas
de campo realizadas en Centroamérica muestran resultados contrastantes con
respecto a la actividad del a-pineno. Por un lado, Borbon Martinez et al., (2000),
encontraron que la presencia de este compuesto no afecto la captura de brocas en
trampas cebadas con metanol-etanol (3:1), mientras que Gonzélez y Dufour (2000),
reportan que trampas cebadas con metanol-etanol (1:1) y a-pineno-limoneno han
disminuido en un 51% el nivel de infestacidén de la nueva fructificacion con respecto a

un testigo sin trampa, contra un 35% en trampas con la mezcla sin terpeno.



1.3.3 Factores que afectan la atraccion de la broca a los frutos de cafeto

La emergencia de las hembras de broca de los frutos residuales responde a
varios estimulos: humedad, temperatura (Baker, 1984; Baker et al., 1992) y luz
(Mathieu et al., 1996). El rol del estado fisiolégico de la broca sobre la respuesta a
volatiles provenientes del fruto ha sido estudiado por Mathieu et al, (2001).
Encontraron que unicamente las hembras colonizadoras eran atraidas por los frutos,
las hembras no colonizadoras (virgenes y recién apareadas) no respondian, incluso
las hembras mas viejas (>15 dias) eran repelidas por los olores de los frutos.
Investigaciones recientes realizadas por Barrera et al, (2005), con trampas
funcionando con una mezcla metanol-etanol (3:1) mostraron que las brocas
emergentes durante el periodo intercosecha (emergencia masiva desde los frutos
residuales) tendian a volar mas alto que las brocas colonizadoras en el periodo
productivo del cafeto.



2. OBJETIVOS
2.1 GENERAL

El objetivo general de este trabajo es iniciar estudios olfatométricos sobre
diferentes fuentes de atrayentes de la broca del café, para poder evidenciar y
seleccionar nuevos productos, mas poderosos que la mezcla actualmente utilizada

como atrayente de la trampa BROCAP®.

2.2 ESPECIFICOS

1. Seleccionar un modelo de olfatbmetro que mas se adapte a la investigacion con
broca.

2. Elaborar una metodologia olfatométrica para evaluar el efecto de diferentes
fuentes de atrayentes sobre el comportamiento de la broca, en condiciones
confinadas.

3. Aplicar la metodologia a la primera fuente de atrayentes conocida que son los
frutos de cafeto de diferentes especies y variedades y definir una escala de
preferencia de los olores por la broca.

4. Adaptar la metodologia a productos aromaticos naturales y sintéticos. Entre ellos
se encuentran algunos terpenos ya identificados como elementos volatiles
naturalmente emitidos por los frutos de cafeto.

5. Determinar si existe mayor efecto atractivo asociando la mezcla etanol-metanol

con estos productos.
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3. PLANTEAMIENTO DE HIPOTESIS

. Existe una metodologia sencilla y valida para estudiar el comportamiento de la

broca ante estimulos olfativos, utilizando un olfatémetro.

. Se puede aplicar la metodologia para evidenciar diferencias entre variedades de
cafeto por la atraccion de la broca (H. hampei).

. Se puede aplicar también esta metodologia para evaluar compuestos volatiles
naturales y sintéticos que tienen propiedades atractivas para la broca, que han
sido identificados quimicamente y que se pueden utilizar en el futuro como

componente adicional a la mezcla de la trampa BROCAP®,

. Existe mayor atractividad de los productos aromaticos cuando estédn asociados a

la mezcla etanol-metanol.
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4. MATERIALES Y METODOS
4.1 LUGAR DE LA EXPERIMENTACION

El presente trabajo de investigacion se realizé en un laboratorio propiedad de
la Fundacién Salvadorefia para Investigaciones del Café (PROCAFE), ubicado en
final Avenida Manuel Gallardo, Ciudad de Santa Tecla, Departamento de La Libertad,
El Salvador, con las siguientes coordenadas: 13° 41.2’ Norte, 892 17.3’ Oeste (SNET,
2006).

El lugar se encuentra ubicado a la periferia de zonas cafetaleras que le

proporcionan condiciones similares a las del campo.

La sala donde se realizaron los ensayos recibe luz natural difundida por seis
laminas transparentes del techo. Los ensayos se realizaron principalmente por la
tarde, para aprovechar la luz y el calor natural. En cada uno de los ensayos se

registré la temperatura y la humedad relativa.

4.2 MATERIAL EXPERIMENTAL
4.2.1 Broca

La broca que se utilizé en los experimentos son hembras recién emergidas de
los frutos donde se desarrollaron. Presentan caracteristicas similares, tales como:
edad, estado fisioldégico, comportamiento de busqueda, etc. Para garantizar que
siempre existieran lotes de broca de emergencia al momento de realizar los ensayos,
fue necesario recolectar frutos brocados del campo y criar la broca en laboratorio.
Esta cria de broca se hizo solamente cuando hubo escasez de frutos en el campo.

4.2.1.1 Produccion de broca a partir de los frutos del campo

Los frutos brocados del campo, sazones, maduros y sobre maduros se ponen

a secar unos dias en zarandas y luego se colocan en camaras de emergencia. Los
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frutos secos, una vez recolectados, se colocan directamente en las cdmaras. De
manera general, la mayor cantidad de frutos secos se encuentra después de la
cosecha (frutos residuales), los frutos en otros estados de madurez se cortan antes
de la cosecha (nueva fructificacién) (Fig. 2). Todas las camaras se almacenan en una
sala oscura con condiciones de temperatura y humedad relativa favorables al
desarrollo de la broca (respectivamente 27°C = 2°C y 75%-80%). Cada vez que se
necesita broca de emergencia, las camaras se exponen a la luz para estimular la
emergencia de la broca. Asi, el buen control de la luz permite regular las

emergencias y adaptarlas a las necesidades de los ensayos.

Cafetos
cosechados

Cosecha
Noviembre-Enero

Multiplicacién
de la broca
Julio-Octubre

Migracion desde los
frutos residuales
hacia la nueva
fructificacion

Colonizacién de la nueva fructificacion

Fig. 2: Ciclo anual de la broca en relacién a la fenologia del cultivo del cafeto
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4.2.1.2 Cria de la broca en café pergamino o banco de broca

El banco de broca se realiza con café pergamino como principal medio

nutritivo:

a) Se preparan camaras de crias con café pergamino donde se depositan brocas
con la proporcién de 2 brocas adultas de cualquier origen, por 1 grano.

b) Las camaras son trasladadas a una sala oscura a una temperatura de 27.9°C y
humedad relativa de 77% a 80%.

c) A las camaras, se les da un mantenimiento exhaustivo diario, limpiando los
residuos de la perforacion de los granos, con el objetivo de reducir fuentes de
agentes patégenos.

d) Después de 20 dias, se traslada el café pergamino perforado a las camaras de
emergencia que se manejan de la misma forma que las camaras con frutos del

campo.

4.2.2 Frutos

Los frutos son la primera fuente de olores que se utilizan en este estudio. La
mayoria son maduros y provienen de cafetos de diferentes especies y variedades.

Los frutos provienen de la coleccion de cafetos del Jardin de especies y
variedades de PROCAFE (ver anexo 1) y también, de la finca Malacara, ubicada en
las faldas del volcan {lamatepec, Departamento de Santa Ana.

En la mayoria de los casos, especialmente para los ensayos preliminares, se
cortan las ramas y se colocan en un recipiente con agua para asegurarse que los
frutos conserven sus propiedades biologicas durante el transporte del campo al
laboratorio. Luego, los frutos son desgajados de las ramas al momento de realizar los

ensayos.
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Las especies y variedades de café utilizadas en este trabajo de investigacion

se presentan en el cuadro 1.

Cuadro 1: Especies y variedades de cafeto utilizadas en la investigacion

Especie Variedad Linea Origen
Bourbon “elite 33" C-300 Est. Exp. PROCAFE®, Santa Tecla Jardin de Especies y Variedades,
Bloque 54
Bourbon “Santa Ana” | Anénimo | Finca “Malacara” Santa Ana
Catimor 8600 Est. Exp. PROCAFE, Santa Tecla, Banco de Semilla, Autopolinizacion
Catisic C-435 | Est. Exp. PROCAFE, Santa Tecla. Ensayo. Banco de Semilla
Catuai Est. Exp. PROCAFE, Santa Tecla, Jardin de Especies y Variedades
Blogue sin nimero
Caturra Est. Exp. PROCAFE, Santa Tecla, Jardin de Especies y Variedades,
Bloque 39
Lero Est. Exp. PROCAFE, Santa Tecla, Jardin de Especies y Variedades,
y Bloque 50
Coffea arabica Mara Est. Exp. PROCAFE, Santa Tecla. Jardin de Especies y Variedades,
gogype
Bloque 45
Est. Exp. PROCAFE, Santa Tecla, Jardin de Especies y Variedades,
Moka
Bloque 49
Mundo Novo Est. Exp. PROCAFE, Santa Tecla, Jardin de Especies y Variedades,
Bloque 33
Pacas C-300 Est. Exp. PROCAFE, Santa Tecla, Banco de Semilla Certificada
Purpurascens Est. Exp. PROCAFE, Santa Tecla, Jardin de Especies y Variedades,
Bloque 42
- Est. Exp. PROCAFE, Santa Tecla. Ensayo. Banco de Semilla
Tekisic .
Certificada
Pache Est. Exp. PROCAFE, Santa Tecla, Jardin de Especies y Variedades,
Bloque 47
Coffea excelsa Arnoldiano gﬂdﬁép. PROCAFE, Santa Tecla, Jardin de Especies y Variedades,
Coffea . Est. Exp. PROCAFE, Santa Tecla, Jardin de Especies y Variedades,
eugenoides Eugenoides Bloque 32
Canephora Elsoth;(p; PROCAFE, Santa Tecla, Jardin de Especies y Variedades,
Coffea canephora Robusta Est. Exp. PROCAFE, Santa Tecla, Jardin de Especies y Variedades,
Bloque 2

Hibrido T3 Sarchimor x Rume Sudan (L13As) | Fincas San Jorge y San Antonio, Depto. Santa Ana

Hibrido T4 Sarchimor x Etiope 15 (L4As) Fincas San Jorge y San Antonio, Depto. Santa Ana

Hibrido T5 Sarchimor x Etiope 25 (LsA27) | Fincas San Jorge y San Antonio, Depto. Santa Ana

Hibrido T6 Sarchimor x Rume Sudan (Li2Azs) | Fincas San Jorge y San Antonio, Depto. Santa Ana

* Est. Exp. PROCAFE = Estacion experimental de PROCAFE
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4.2.2 Olfatometros

Los olfatbmetros son aparatos sencillos que los entomoélogos utilizan para
medir la preferencia de los insectos hacia diversas fuentes de olor (Duarte, 1992).
Existen diferentes tipos de olfatometros y diferentes técnicas de aplicacion
dependiendo de las especies de insectos y las fuentes de olor. Cabello y Vargas
(1985), estudiaron la influencia de la plantas y del insecto huésped sobre la
actividad de busqueda de Trichograma cordubensis'y Trichograma sp. p. buesi con
un olfatobmetro en “T”. Un olfatobmetro de “seis brazos” que funciona con flujo de
aire fue disefiado por Turlings et al., (2004), para estudiar el comportamiento de la
avispa Cotesia marginiventris. Wakefield et al., (2004), en investigaciones sobre
atrayentes de Ahasverus advena utilizaron un olfatdmetro de modelo simple
consistiendo de un tubo recto de vidrio Pirex.

Pavis y Minost (1992), elaboraron un olfatometro de caida de dos pozos que
ha sido usado por otros investigadores en la evaluacion del efecto de los volatiles
de musaceas (planta hospedera) sobre el comportamiento del “gorgojo rayado”
(Cosmopolitus sordidus).

En aplicacién a la broca del café, Esquinca (1986) y Duarte (1992), utilizaron
un olfatometro en “T”. Giordanengo et al., (1993) eligieron el olfatémetro en “Y”; los
dos modelos se caracterizan por la presencia de un flujo de aire como vector de los
olores. Mathieu (1995), realiz6 sus pruebas con un olfatébmetro de “marcha” en

ambiente estéatico, construido sobre el modelo de Akers y Wood (1989).
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4.2.3.1 Eleccion del modelo de olfatometro

En esta investigacion se opté por utilizar el olfatbmetro de caida de Pavis y
Minost (1992), (Fig. 3), con dos y cuatro pocillos, el cual presenta una serie de
ventajas. En primer lugar, esta hecho de un material de disefio mas sencillo que el
olfatbmetro de "marcha" utilizado por Mathieu; su fabricacion es simple y su uso es

practico, ya que permite montar pruebas simultaneas y en series.

o
20 ems

d\
\l DISFOSITIVOS. DE ARCMAS

Fig. 3: Olfatébmetro de caida de dos pocillos de Pavis y Minost (1992)

PLATAFORMA
— ORIFIGIOS

Para verificar la efectividad de este tipo de olfatdmetro, se realizaron varias
pruebas preliminares, en donde se evaluaron algunos pardmetros tales como:
dimension para el desplazamiento de las brocas, cantidad oOptima de insectos,
hermeticidad del sistema, tiempo de montaje y desmontaje, fabricacién y manejo. Los

modelos elaborados fueron los siguientes:

Modelo 1: Olfatémetro de caida de “cartoncillo” de 2 pozos (@ de camara =15
cm.)

Fue construido con bases de "durapax" de 3 cm. de alto por 5 cm. de ancho,
las cuales sujetan dos viales de vidrio de 75 ml (pozos) que sostienen una plataforma
de “cartoncillo” cuadrada de 20 cm. de lado y 0.2 cm. de grosor, con orificios de 0.6
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cm. de diametro. Esta plataforma se conecta a los 2 pozos que se encuentran
distantes 6 cm. uno del otro. Encima de la plataforma se coloca un cilindro de cartén
de 15 cm. de diametro y de 4 cm. de alto. Al final se pone una lamina de vidrio
transparente de 14 cm. de lado y 0.2 cm. de grosor, sobre el cilindro de cartén, para
sellar la camara del olfatometro y hacerla hermética. (Fig. 4)

Lamina de vidrio
Camara
Plataforma

Pozo

Base de durapax

Fig. 4: Olfatébmetro de caida de “cartoncillo” de 2 pozos (J de camara =15 cm.)

Modelo 2: Olfatometro de caida de “cartoncillo” de 2 pozos (9 de camara = 10
cm.)

Fue construido con el mismo material que se utilizé en el primer prototipo,
pero con dimensiones mas pequenas: plataforma de 14 cm. de lado y 0.2 cm. de
grosor, el cilindro mide de 10 cm. de didametro y 4 cm. de alto y los pozos distantes
de 4 cm. (Fig. 5)

Fig. 5: Olfatébmetro de caida de “cartoncillo” de 2 pozos (J de camara =10 cm.)
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Modelo 3. Olfatdmetro de caida de vidrio de 2 pozos con @ = 4.0 cm. alto = 2.5
cm. (@ de camara = 10 cm.)

Este olfatémetro se elaboré con dos frascos de vidrio de 25 ml de capacidad,
4,0 cm. de didametro y 2.5 cm. de alto, cubiertos por una plataforma cuadrada de
Plexiglass® de 14.0 cm. de lado y 0.2 cm. de grosor, con orificios orientados hacia los
dos pozos distantes de 4.5 cm. entre si. Sobre esta plataforma se ubica un
cristalizador invertido de 300 ml (10 cm. de diametro por 5 cm. de alto). Esta invertido
para que funcione como camara hermética y evitar la entrada y salida de olores (Fig.
6).

Camara
- "'m)ws"
1 . -
l~wl
Plataforma
Pozos

Fig. 6: Olfatémetro de 2 pozos (J de camara = 10 cm.)

Modelo 4. Olfatdmetro de caida de vidrio de 2 pozos con @ = 4.5 cm. alto = 9.5
cm. (@ de camara =10 cm.)

Una version del olfatobmetro de vidrio con dos pozos de 4.5 cm. de diametro y
9.5 cm. de alto fue construida especialmente para el uso de capilares como medio de
difusién. (Fig. 7).

Fig. 7: Olfatébmetro de vidrio para utilizarlo con capilares (& de camara = 10 cm.)
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Modelo 5. Olfatometro de caida de vidrio de 4 pozos con @ =3 cm. alto =4 cm
(9 de camara =10 cm.)

Esta version se presenta en la figura 8.

Fig.8: Olfatémetro de 4 pozos (d camara = 10 cm.)

4.2.4 Atrayentes conocidos y compuestos aromaticos a probar.

Estos productos son la segunda fuente de olores que se utilizaron en este
estudio (cuadro 2).

o La mezcla etanol-metanol (30:70) es el atrayente clasico de la trampa BROCAP®.

o Los terpenos son los identificados por Mathieu (1998), como principales volatiles
emitidos por los frutos de café.

o Los aceites esenciales elegidos son extractos naturales de plantas aromaticas
que contienen por lo menos un terpeno presente en los efluvios emitidos por los
frutos de cafeto.

o El limpiador comercial contiene también un terpeno comun con los frutos del café

(cuadro 2).
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Cuadro 2: Atrayentes y compuestos aromaticos utilizados en la investigacion

p-lr-:)p:ugfo Nombre del producto | Referencia | Principales componentes Marcas y origen
Mezcla de FALMAR
Alcoholes la trampa BROCAP MBT Etanol y metanol (EI Salvador)
Humuleno Humuleno Fluka (Francia)
Copaeno Copaeno Fluka (Francia)
(+) Limoneno T2 (+) Limoneno 97% Aldrich (USA)
Terpenos Cimeno T6 Cimeno 99% Aldrich (USA)
Cariofileno T9 Cariofileno Fluka (Francia)
Mirceno T3 Mirceno Aldrich (USA)
(-) o Pineno T1 (-) o Pineno Sigma (USA)
Cariofileno, Farmaceno, Aroma France
Canaga odorata HE Copaeno, Salicilato de benzilo. | (Francia)
Revensara aromatica HE2 L|m9neno, Cariofileno, Aromal France
Sabineno (Francia)
. Li 94%),
Aceites Citrus paradisii HE3 imonano {94%) Aroma France
Esenciales Mirceno, a Pineno (Francia)
Gaulturia procubens HE4 Salicilato de Metilo Aroma France
(Francia)
Pinus silvestris HE5 o IPlneno, B Pineno Aromal France
Mirceno, Limoneno (Francia)
Limpiador - . s . Colgate palmolive (El
Comercial Azistin Eucalipto, Citrico (Limoneno) Salvador)

4.3 METODOS

4.3.1 Evaluacion de los olfatdmetros de 2 y 4 pozos en los bioensayos con
frutos de cafeto utilizados como fuentes de olor

Se probaron sucesivamente olfatbmetros de 2 y 4 pozos para evaluar la
capacidad de cada uno de los modelos y diferenciar el potencial atractivo de las
diferentes variedades.

Para un mismo tratamiento (especie o variedad), se utiliza de 7 a 14
olfatobmetros. Cada uno corresponde a una repeticion. El niumero de brocas utilizadas
por olfatdbmetro es de 50 especimenes para todos los ensayos, tal como lo hicieron
Duarte (1992) y Mathieu (1995).
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El Bourbon fue elegido como la variedad testigo. Al inicio se utilizo la linea
"elite 33" y luego "Santa Ana", cuando se agotaron los frutos de la primera linea.

Al inicio de las pruebas, se colocaron 2 frutos por variedad a evaluar en cada
pozo prueba y 2 frutos de Bourbon en cada pozo testigo. Luego se observé como se
orientaron los insectos hacia los pozos. Después de tres horas se contaron las
brocas que eligieron los pozos testigos, los pozos pruebas y las que no eligieron

nada y quedaron en la superficie.

Estos resultados se analizaron con las pruebas no paramétricas: Wilcoxon

para los olfatdmetros de 2 pozos y Friedman, para los olfatémetros de 4 pozos.

4.3.2 Evaluacién de olfatdmetros de 2 pozos con papel filtro como soporte de
difusion de productos liquidos (mezcla etanol-metanol, terpenos, aceites
esenciales y limpiador comercial)

El método con papel filtro utiliza mezclas etanol-metanol y soluciones de
terpenos y otros productos, altamente diluidas ya que la cantidad a probar se aplica
una sola vez. De hecho, la difusién de las soluciones a probar es rapida. No se
controla su duracion. Con el método de papel filiro, se conoce exactamente la
cantidad de ingrediente activo introducida en cada pozo. Sin embargo, no es posible

medir la tasa de difusion del producto.

4.3.2.1 Diluciones de la mezcla etanol-metanol 30:70, para la difusién con papel
filtro

Antes de preparar las diluciones de la mezcla etanol-metanol (30:70), se
evalud la relacion peso-volumen con una balanza analitica. En un vial de 5 ml se
depositaron gotas de 200 pl con una micropipeta Fisherbrand de 20 ul — 200 ul, hasta

que la mezcla pesé 1 g. La relacion es de 7.5 gotas 0 1.5 ml por 1 g. Luego se aford

la mezcla con agua hasta 10 ml. De esta manera cada ul de solucién contiene 100 ug

de la mezcla etanol-metanol 30:70.
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Para hacer todas la serie de diluciones se tom6 1 ml de esta solucién y se le
agreg6 9 ml de agua destilada y asi sucesivamente se utilizé el mismo procedimiento
para las siguientes diluciones (Cuadro 3).

Cuadro 3: Diluciones de la mezcla etanol-metanol utilizadas en la difusién con

papel filtro
Volumen Cantidad Concentracion Referencia

-- -- Producto puro Co
10 mi 19 100 ug/ul C1
10 mi 100 mg 10 pg/ul Cc2
10 mi 10 mg 1 ug/ul C3
10 ml 1mg 100 ng/ul C4
10 mi 0.1 mg 10 ng/ul C5

4.3.2.2 Diluciones de los productos (terpenos, aceites esenciales y limpiador) a
evaluar para la difusiéon con papel filtro

Para realizar la primera diluciéon, se pesé 20 mg de cada producto comercial:
terpenos, aceites esenciales y limpiador (Azistin), luego se colocaron en viales de 5
ml y se aforaron con aceite de parafina, para los terpenos y aceites esenciales, y con
agua destilada para el limpiador (Azistin), hasta completar un volumen de 2 ml en

cada producto. De esta forma cada ul de solucién contiene 10 pug de producto

comercial puro.

De esta solucién madre se tomaron 0.2 ml y se aforé hasta 2 ml, para obtener
una nueva concentracion de 1 ug/ul y asi sucesivamente, se aplicé el procedimiento

para las siguientes diluciones (Cuadro 4).
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Cuadro 4: Dilucién general de los productos comerciales: terpenos, aceites
esenciales y limpiador (Azistin)

Volumen Cantidad /pl Concentracion Referencia
2ml 20 mg 10 pg/ul Cc2
2ml 2mg 1 ug/ul C3
2ml 0.2 mg 100 ng/ul C4
2ml 0.02 mg 10 ng/ul C5
2ml 0.002 mg 1 ng/ul C6

4.3.2.3 Procedimiento

Se cortaron rectangulos de papel filtro de 3 cm. de largo x 1 cm. de ancho.
Con una micropipeta Fisherbrand de 0.1 ul - 20 ul, se tomaron 10 pl de liquido a
evaluar (diferentes diluciones) y se depositaron en cada papel filtro del pozo prueba
(Fig. 9 a y b). En el pozo testigo se depositdé la misma cantidad del liquido de
dilucién, si los productos a probar eran terpenos o aceites esenciales, se utilizd
aceite de parafina y agua destilada cuando los productos a probar eran el limpiador o
la mezcla etanol-metanol 30:70. Posteriormente, se coloc6 la plataforma de
Plexiglass sobre los pozos, seguidamente se deposit6 la broca y por ultimo se colocé

la camara hermética (cristalizador).

Se hicieron 2 repeticiones por tratamiento en cada sesion experimental y se

necesitaron de 4 a 5 sesiones, para cumplir con una prueba.

Papel filtro

a) Soporte de difusion (papel filtro) b) Olfatémetro con papel filtro

Fig. 9 a y b: Soporte (Papel filtro) y olfatdmetro respectivamente
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4.3.3 Evaluacion de olfatdmetros de 2 pozos, con capilares para la difusion de
productos aromaticos (mezcla etanol-metanol 30:70 y cimeno)

El método con capilares permite realizar una difusion continua y muy leve,
gracias al tamarno de los capilares. Por lo tanto, se reduce el grado de dilucion de la
mezcla etanol-metanol y del cimeno, con respecto a los que se aplican en el método
con papel filtro.

Con capilares, se controla la tasa de difusion pero no es posible conocer con

precision la concentracion del ingrediente activo.

4.3.3.1 Diluciones de la mezcla etanol-metanol 30:70, para la difusion con
capilares

Se prepararon 5 pares de viales de 2.5 ml de volumen (con difusor de 1 mm
de diametro). En el primer par se coloca 0.5 ml de la mezcla etanol-metanol 30:70
equivalente a una concentracion de 100%, en el segundo se coloca 0.4 ml de la
mezcla etanol-metanol 30:70 mas 0.1 ml de agua destilada, para obtener una
concentracién de 80% y asi sucesivamente hasta la concentracién de 20%. (Cuadro
5).

Cuadro 5: Diluciones de la mezcla etanol- metanol 30:70 utilizadas en la difusiéon con

capilares
Concentracion de la mezcla
Tipo de dilucion
etanol-metanol
100% 0.5 ml de mezcla etanol-metanol
80% 0.4 ml de mezcla + 0.1 ml de agua destilada
60% 0.3 ml de mezcla + 0.2 ml de agua destilada
40% 0.2 ml de mezcla + 0.3 ml de agua destilada
20% 0.1 ml de mezcla + 0.4 ml de agua destilada
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4.3.3.2 Diluciones del cimeno para la prueba de difusion con capilares

Las diluciones del cimeno se realizaron con etanol 90°, segun las indicaciones

del cuadro 6.

Cuadro 6: Diluciones del Cimeno utilizadas en la difusién con capilares

Concentraciones Compuestos
Solucién a 10% 1 ml de Cimeno + 9 ml de etanol
Solucién a 1% 1 ml de solucién a 10% + 9 ml de etanol
Solucién a 0.1% 1 ml de solucién 1% + 9 ml de etanol
Solucién a 0.01% 1 ml de solucién 0.1% + 9 ml de etanol
Solucién a 0.001% 1 ml de solucién 0.01% + 9 ml de etanol

4.3.3.3 Elaboracion de los difusores con capilares

Se hicieron 2 modelos de difusores: un modelo para la difusion de la mezcla
etanol-metanol 30:70, con segmentos finos de pipetas “Pasteur” de 1 mm de
diametro insertados en las tapaderas de viales de 2.5 ml y el otro modelo para la

difusion de las soluciones de cimeno, con segmentos de micropipetas de 0.25 mm de

diametro, insertos en el extremo superior de los segmentos de pipetas "Pasteur”
(Fig. 10).

Capilar de 0.25 mm

diametro
Capilar de 1 mm de
diametro
E ~ 3.5¢cm
Difusores
N e N _/ G
a) Difusores con capilares b) Olfatdmetro con difusores y capilares

Fig. 10 a y b: Difusores con capilares y su ubicacién en el olfatbmetro
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4.3.3.4 Evaluacion

En los olfatdmetros de 2 pozos, dos difusores que contienen 0.5 ml de la
mezcla etanol-metanol 30:70 se colocaron, uno en el pozo testigo y otro en el pozo
prueba. Un difusor que contiene 0.5 ml de solucién de cimeno se colocd en el pozo
prueba a la par del difusor con mezcla etanol-metanol 20%

Se realizaron 5 pruebas con diferentes concentraciones de cimeno de 5

repeticiones de cada una (cuadro 7).

Cuadro 7: Concentraciones de Cimeno utilizadas en los difusores (capilares)

Difusores | Volumen Concentracion
1 0.5ml | mezcla 10% (cimeno + etanol)
2 0.5ml |mezcla 1% (cimeno + etanol)
3 0.5ml |mezcla 0.1% (cimeno + etanol)
4 0.5ml |mezcla 0.01% (cimeno + etanol)
5 0.5ml | mezcla 0.001% (cimeno + etanol)

4.3.4 Calibracion de los capilares para evaluar las tasas de difusion

La calibracion de los capilares es una operacién necesaria para conocer las
cantidades de producto que se escapan de los difusores durante las pruebas de
atraccion en olfatometria, especialmente las cantidades de mezcla etanol-metanol

30:70. En este caso, los capilares tienen un diametro de 1 mm.

Tal como se hizo anteriormente, la mezcla etanol-metanol 30:70 se diluy6 en
agua destilada para obtener concentraciones de 100%, 80%, 60%, 40% y 20%
(Cuadro 5) y se tomaron 2 ml por difusor. Se prepararon 5 repeticiones de cada
dilucién. Con una balanza analitica se pesaron los difusores que contienen las
soluciones para obtener el peso inicial. Se depositdé cada difusor en los pozos de
olfatbmetros por un periodo de 10 dias, en condiciones de temperatura promedio de

27°C. Después de este tiempo se pesaron nuevamente los difusores, para obtener el
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peso final. La diferencia de peso corresponde a la cantidad de producto evaporado
durante 10 dias. De esta forma se puede evaluar la difusion de la mezcla etanol-
metanol 30:70 de cada dilucion, por dia, hora o minuto.
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5. RESULTADOS

5.1 ELABORACI()N DE UNA METODOLOGIA PARA LOS ESTUDIOS DE
OLFATOMETRIA CON LA BROCA

Para la experimentacién sobre la metodologia de olfatometria, se utilizaron
frutos de cafeto como fuente de atrayentes de la broca ya que son fuentes naturales
y especificas, disponibles en el campo a poca distancia del laboratorio y por otro
lado, es un material facil de manipular. La especie escogida fue Coffea excelsa Var.
Arnoldiano.

La experimentacion se desarroll6 en 5 etapas:

1. Verificar a que momento del dia, la broca esta activa.

2. Comprobar que los frutos cortados sigan atractivos, para la broca durante un
tiempo suficientemente largo, por lo menos el tiempo de cada prueba.

3. ldentificar el estado mas atractivo de maduracion de los frutos.

4. Determinar el modelo de olfatdmetro mas eficiente.

5. Definir la duraciéon éptima de las pruebas.
5.1.1 Actividad de la broca en el transcurso del dia

Los resultados se presentan en el cuadro 8. De acuerdo a la prueba no
paramétrica de Wilcoxon (P<0.05), los resultados indican que la “broca” responde a
los efluvios emitidos por los frutos de cafeto desde las 9:00 a.m. hasta las 4:00 p.m.,
lo que corresponde a una gran parte del dia.
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Cuadro 8: Respuestas de la actividad de la broca a diferentes horas del dia

H Repeti- Distribucion de la broca )
ora ciones |Superfi Pozo Pozo Sl el Gl
cie testigo prueba
1 2 18 30 Testigo Prueba
2 3 14 33 ' '
3 11 20 19 Promedio 16.57 29
9:00 a.m. 4 4 19 27 Pares 7 :
5 7 10 33 T. Wilcoxon 1
6 3 14 33 Umbral 5%, 1% 2 -1
7 1 21 28 P<0.05
1 S 15 30 Testigo Prueba
2 5 24 21 : '
3 10 14 26 Media 15.71 24.71
12:00 a.m. 4 9 16 25 Pares 7 |
5 10 15 25 T. Wilcoxon 1.50
6 21 13 16 Umbral 5%, 1% 2 -1
7 7 13 30 P<0.05
1 17 17 16 Testigo Prueba
2 24 11 15 | |
3 22 9 19 Media | 1357 | 18.43
4:00 p.m. 4 20 1 19 Pares L7
5 19 14 17 T.Wilcoxon | 1
6 13 17 20 Umbral 5%, 1% | 2 | -1
7 11 16 23 P<0.05
Fecha: 6 de Mayo de 2005; Pozo "Testigo" sin fruto; Pozo "Prueba" con C. excelsa Arnoldiano;
Estado de maduracién de los frutos: maduros; Olfatdémetro: de caida de dos pocillos de cartoncillo;
Temperatura: 30° C; Humedad Relativa: 60%

5.1.2 Atractividad de los frutos a diferentes tiempos después del corte

Los resultados se presentan en el cuadro 9. La prueba no paramétrica de
Wilcoxon (P<0.05 y P<0.01) indica que la broca responde al olor emitido por los
frutos a diferentes tiempos de corte: 0 h, 6 h, 18 hy 24 h . Sin embargo la respuesta
a 12 h no es significativa debido al resultado de una repeticion incorrecta (Repeticion
5). A pesar de este dato, se puede considerar que los frutos siguen emitiendo olores
por lo menos hasta 24 h (Cuadro 9).
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Cuadro 9. Atractividad de los frutos a diferentes horas después del corte

Hora de Repeti- Distribucion de la broca i
corte de i Prueba de Wilcoxon
los frutos ciones Super- Pozo Pozo
ficie Testigo | Prueba
1 28 12 10 ! !
2 29 9 12 ' Testigo | Prueba
3 29 9 12
Oh 4 20 10 20 Promedio ! 9.25 ! 17.63
(3:00 p.m.) 5 30 3 17 Pares L8
6 11 17 22 T.Wilcoxon | 1 |
7 11 7 32 Umbral 5%,1%: 4 i 0
8 27 7 16 P<0.05
1 35 5 10 ! :
2 37 3 10  Testigo | Prueba
3 24 6 20 | |
6h 4 27 9 14 Promedio | 9.38 ! 18.88
(9:00 p.m.) 5 11 8 31 Pares | 8 |
6 13 8 29 T.Wilcoxon 4
7 14 22 14 Umbral 5%,1%: 4 0
8 13 14 23 P <0.05
1 25 8 17 ; :
2 26 6 18 ' Testigo : Prueba
3 4 5 41
12h 4 29 5 16 Promedio : 1150 : 20.38
(3:00 a.m.) 5 12 24 14 Pares P8
6 12 18 20 T.Wilcoxon | 6 !
7 13 11 26 |Umbral5%,1%: 4 | 0
8 23 15 11 No significativo
1 14 10 26 ! i
2 16 10 24 | Testigo | Prueba
3 11 15 24 | |
18 h 4 8 8 34 Promedio | 1025 | 225
(9:00 a.m.) 5 19 15 16 Pares | 8 |
6 23 4 23 T.Wilcoxon @ 0
7 25 11 14 Umbral 5%,1% | 4 0
8 22 9 19 P < 0.01
1 6 17 27 ; ;
2 14 12 24 : Testigo | Prueba
3 16 3 31 : i
24h 4 20 9 21 Promedio | 11.38 | 21.63
(3:00 p.m.) 5 13 16 21 Pares P8
6 28 10 12 T.Wilcoxon | 0 !
7 22 12 16 |Umbral5%,1%: 4 | 0
8 17 12 21 P < 0.01

Fecha: 2 y 3 de Mayo de 2005; Pozo "Testigo" sin fruto; Pozo "Prueba" con C. excelsa
Arnoldiano; Estado de maduracién de los frutos: maduros; Olfatémetro: de caida de dos pocillos
de cartoncillo; Temperatura: 27.5° C; Humedad Relativa: 73%
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5.1.3 Preferencia de la broca hacia los frutos de cafeto en sus diferentes
estados de maduracion: verdes, maduros y secos.

Los resultados se presentan en el cuadro 10. La prueba no paramétrica de
Wilcoxon (P<0.01) indica que la broca responde a los olores emitidos por los frutos
de cafeto, maduros y secos. Sin embargo, los frutos verdes son los menos atractivos.
Tomando en cuenta el nivel de significado de la prueba de Wilcoxon, los frutos

maduros, son mas atractivos que los frutos secos.

Cuadro 10. Respuesta de la broca a 3 estados de maduracion de los frutos

Estado de Repeti- Distribucion de la broca o Wil
maduracion | ciones | Super- | Pozo | Pozo MEEA D LT
ficie | testigo | prueba
1 2 33 15 : :
2 14 13 33 Testigo Prueba
3 1 26 23 ' '
4 6 26 14 i i
VERDES 5 4 22 24 Promedio 15.89 24.86
6 14 5 31 Pares 9
7 9 4 26 T. Wilcoxon | 11
8 5 6 39 Umbral 5%, 1% | 6 | 2
9 27 8 16 No significativo
1 5 15 30 i i
2 5 4 41 ! !
3 7 17 26 i i
4 3 4 43 E E
5 4 3 43 : :
6 8 2 40
7 2 9 39 i . |
MADUROS 8 13 s 2 Testigo Prueba
9 4 3 43 ! !
10 11 6 35 Promedio ! 7.93 | 3429
11 6 14 30 Pares 14
12 8 10 32 T. Wilcoxon . 0 .
13 26 10 14 Umbral 5%, 1% | 21 | 13
14 9 9 32 P < 0.01
1 4 10 36 :
2 6 20 24 | |
3 11 14 25  Testigo : Prueba
4 7 7 36 i i
SECOS 5 3 6 41 Promedio ! 1156 ! 30
6 13 23 14 Pares P9
7 9 8 33 T. Wilcoxon 2 .
8 14 5 31 Umbral i 6 i 2
9 9 11 30 P < 0.01
Fecha: 2, 24 y 28 de Junio de 2005; Pozo "Testigo" sin fruto; Pozo "Prueba" con C. excelsq
/Arnoldiano; Olfatdmetro: de caida de dos pocillos de cartoncillo; Temperatura: 25.5¢ C; Humedad
Relativa: 80%
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5.1.4 Respuesta de la broca en funcién del tipo de olfatometro utilizado y el
tiempo de prueba

Con los olfatometros de vidrio desde la primera hora de ensayo, la broca
responde a los olores de los frutos de cafeto, de manera significativa (Wilcoxon,
P<0.01). Con los olfatbmetros de cartoncillo se obtiene el mismo resultado con una
probabilidad mas baja: P<0.05. (Cuadro 11 a, by ¢)

Con los olfatdmetros de vidrio, la caida de la broca en los pozos, casi no
aumenta a partir de 3 horas de ensayo (Grafico 1a). En cambio, hay que esperar mas
tiempo con los olfatmetros de cartoncillo para observar el mismo fenédmeno (Gréfico
1b).

Cuadro 11a. Respuesta de la broca después de 1 hora, en olfatbmetro
de vidrio y olfatémetro de “cartoncillo” con diametro de16cm

. Distribucion de la broca
ol\lllfc;;igrlr?e?; Ei% meet; Super- | Pozo Pozo Prueba de Wilcoxon
ficie | testigo | prueba
1 8 5 37 E E
2 17 2 31 i Testigo : Prueba
3 16 8 26 i i
4 12 5 33 Promedio | 538 ! 326
VIDRIO 5 14 5 31 Pares i 8 i
6 17 5 28 T. Wilcoxon | 0 ,
7 7 7 36 Umbral 5%, 1% 4 | 0
8 5 6 39 P < 0.01
1 25 8 17 ' :
2 15 22 13 . Testigo | Prueba
3 19 7 24 ; ;
CARTONCILLO 4 23 6 21 Promedio 7.88 25.88
(Diametro: 5 17 6 27 Pz::lres 5 8
16 cm) 6 11 12 27 T. Wilcoxon po1S
7 14 1 35 Umbral 5%, 1% ! 4 C0
8 6 1 43 P < 0.05
Fecha: 20 de Junio de 2005; Pozo "Testigo" sin fruto; Pozo "Prueba" con C. excelsa Arnoldiano;
Estado de maduracion de los frutos: maduros; Temperatura: 23.2° C; Humedad Relativa: 92.7%
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Cuadro 11b. Respuesta de la broca después de 2 horas, en olfatémetro
de vidrio y olfatémetro de “cartoncillo” con diametro de16cm

Distribucion de la broca

ol\:lfca)?srl: e(t’r% Eleor:..eetls- Sl{p.er- Po.zo Pozo Prueba de Wilcoxon
ficie | testigo | prueba
1 4 6 40 : :
2 5 4 41 1 Testigo : Prueba
3 5 15 30 ' 5
4 5 6 39 Promedio 8 v 37
VIDRIO 5 9 5 36 Pares E 8 i
6 4 11 35 T. Wilcoxon 0 '
7 4 7 39 Umbral 5%, 1% 4 | 0
8 4 10 36 P <0.01
1 18 9 23 : :
2 13 24 13 i Testigo | Prueba
3 21 5 24
CARTONCILLO 4 16 7 27 Promedio 8.75 29
(Diametro: 5 10 7 33 Pgres : 8 :
16 cm) 6 6 11 33 T. Wilcoxon 1
7 10 2 38 Umbral 5%, 1% 1 4 0
8 4 5 41 P <0.05

Fecha: 20 de Junio de 2005; Pozo "Testigo" sin fruto; Pozo "Prueba" con C. excelsa Arnoldiano;
Estado de maduracion de los frutos: maduros; Temperatura: 23.2° C; Humedad Relativa: 92.7%

Cuadro 11c. Respuesta de la broca después de 3 horas, en olfatometro
de vidrio y olfatémetro de “cartoncillo” con diametro de16cm

Modelo de

Repeti-

Distribucion de la broca

olfatémetro ciones | Super- | Pozo Pozo LA el el
ficie | testigo | prueba
1 3 6 41 , |
2 2 5 43 ! Testigo ! Prueba
3 3 16 31
4 3 7 40 Promedio ¢ 85 1 3763
VIDRIO 5 8 6 36 Pares E 8 |
6 4 11 35 T. Wilcoxon 0 !
7 4 7 39 Umbral 5%, 1% ! 4 ;
8 4 10 36 P < 0.01
1 14 11 25 ! !
2 10 26 14 i Testigo : Prueba
3 14 2 34 | |
CARTONCILLO 4 12 7 31 Promedio | 10 | 30.63
(Diametro: 5 9 9 32 Pgres 8
16 cm) 6 5 17 27 T. Wilcoxon 2 |
7 6 3 41 Umbral 5%, 1% | 4 : 0
8 4 5 41 P < 0.05

Fecha: 20 de Junio de 2005; Pozo "Testigo" sin fruto; Pozo "Prueba" con C. excelsa Arnoldiano;
Estado de maduracion de los frutos: maduros; Temperatura: 23.2° C; Humedad Relativa: 92.7%

34




Cuadro 11d. Respuesta de la broca después de 4 horas, en olfatémetro
de vidrio y olfatémetro de “cartoncillo” con diametro de16cm

. Distribucion de la broca
o“ﬂgfg,':e?ﬁ, 5%?;; Super- | Pozo Pozo Prueba de Wilcoxon
ficie | testigo | prueba
1 3 6 41 ; ;
2 2 5 43 1 Testigo | Prueba
3 3 16 31 | |
4 3 6 41 Promedio 85 | 37.88
VIDRIO 5 8 6 36 Pares | 8 i
6 3 12 35 T. Wilcoxon ! 0 '
7 4 7 39 Umbral 5%,1% ! 4 | 0
8 3 10 37 P < 0.01
1 14 12 24 i !
2 9 26 15 ! Testigo ! Prueba
3 13 2 35
CARTONCILLO 4 5 7 38 Promedio v 103 32.1
(Diametro: 5 9 7 34 Pgres 8 ;
16 cm) 6 1 20 29 T. Wilcoxon 2
7 6 3 41 Umbral 5%, 1% ! 4 : 0
8 4 5 41 P <0.05

Fecha: 20 de Junio de 2005; Pozo "Testigo" sin fruto; Pozo "Prueba" con C. excelsa Arnoldiano;
Estado de maduracion de los frutos: maduros; Temperatura: 23.2° C; Humedad Relativa: 92.7%
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Grafico 1a. Representacion de la respuesta de la broca en olfatémetro
de vidrio en funcién del tiempo
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Gréfico 1b. Representacion de la respuesta de la broca en olfatdmetro de
“cartoncillo” en funcién del tiempo
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5.2 APLICACION DE LA METODOLOGIA EN LA EVALUACION DE LA
PREFERENCIA DE H. hampei POR FRUTOS DE DIFERENTES VARIEDADES DE
CAFETO

5.2.1 Determinacion de una escala de preferencia de la broca por diferentes
variedades de cafeto, utilizando olfatometros de cuatro pozos

Los cuadros 12, 13, 14, 15, 16 y 17 presentan los resultados de 6 pruebas
olfatomeétricas, que permiten comparar simultdaneamente 2 variedades seleccionadas
al azar, con 1 testigo de variedad Bourbon "elite 33" en presencia de un testigo
absoluto (pozo vacio). La comparacion entre variedades se analiza con la prueba no
paramétrica de Friedman. Los niveles de preferencia de la broca por estas

variedades son definidos en los graficos 2, 3,4, 5,6y 7.

Cuadro 12: Comparacion de preferencias de la broca para las variedades: Bourbon
“elite 33", Eugenoides y Pache

Repeti Distribucion de la broca
Cifnes Super- | Pozo sin | Bourbon | Eugeno- | o . Prueba de Friedman
ficie fruto elite 33 ides

1 1 0 16 17 16 Bourbo Eugen. Pache

2 1 0 7 20 22 Promedio 9.38 20.75 18.75

3 2 1 10 22 20 Orden 3 1 2

4 2 0 9 25 15 Suma Rangos 9.5 19.5 19

5 1 2 3 28 16 P. Friedman B A AB

6 2 0 16 15 17 Khi2 = 7.94

7 2 1 3 22 22 DGL=2

8 0 0 11 17 22 Bourbon # Eugenoides (P < 0.05)
Fecha: 10 de Enero de 2006; Pozo "Testigo": sin fruto; Pozos "Prueba": Bourbon “elite 33”, Eugenoides y Pache;
Estado de maduracion de los frutos: maduros; Olfatometro: de caida de 4 pocillos de vidrio; Temperatura 29°C;
Humedad Relativa: 46.5%
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Bourbon Eugenoides Pache

Especies/Variedades

Gréfico 2: Nivel de preferencia de la broca para las variedades Bourbon “elite 33,
Eugenoides y Pache
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Cuadro 13 Comparacién de preferencias para las variedades: Bourbon “elite 33",
Moka y Canephora

R . Distribucion de la broca
nepet | super- | Pozo sin Bourbon | 4o, | Cane- Prueba de Friedman
ficie fruto elite 33 phora

1 1 0 23 20 6 Bourbo Moka Canep.
2 11 0 23 12 4 Promedio 17.88 19.88 5.25
3 0 0 22 26 4 Orden 2 1 3
4 0 1 16 24 9 Suma Rangos 18.5 21 8.5
5 1 1 16 25 7 P. Friedman A A B
6 2 0 28 11 9 Khi2=10.94
7 3 3 13 30 1 DGL =2
8 7 3 21 17 2 (Bourbon= Moka) # Canephora (P < 0,05)

Fecha: 12 de Enero de 2006; Pozo Testigo: sin fruto; Pozos Prueba: Bourbon “elite 33", Moka y Canephora;

Estado de maduracién los frutos: maduros; Olfatometro: de caida de 4 pocillos de vidrio; Temperatura 26° C;
Humedad Relativa: 48%

© 100
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Bourbon Moka Canephora

Especies/Variedades

Gréfico 3: Nivel de preferencia de la broca para las variedades Bourbon “elite 33”
Moka y Canephora

Cuadro 14: Comparacion de preferencias de la broca para las variedades: Bourbon
“elite 33", Catimor y Catisic

Repeti Distribucion de la broca

-~ - | Super- | Pozo sin | Bourbon . " Prueba de Friedman

ciones fige. e olite 33 | Catimor | Catisic
1 6 3 12 14 15 Bourbon Catim. Catisic
2 9 1 16 10 14 Promedio 12.75 11.00 14.63
3 10 3 10 13 14 Orden 2 3 1
4 9 2 14 7 18 Suma Rangos 15 14 19
5 5 6 15 15 9 P. Friedman A A A
6 9 5 13 13 10 Khiz =1.75
7 8 2 14 6 20 DGL=2
8 1 4 8 10 17 Bourbon= Catimor = Catisic (NS)

Fecha: 13 de Enero de 2006; Pozo Testigo: sin fruto; Pozos Prueba: Bourbon “elite 33”, Catimor y Catisic;

Estado de maduracion de los frutos: maduros; Olfatometro: de caida de 4 pocillos de vidrio; Temperatura 27°C;
Humedad Relativa: 47%
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Gréfico 4: Nivel de preferencia de la broca para las variedades Bourbon “elite 33,

Catimor y Catisic

Cuadro 15: Comparacion de preferencias de la broca para las variedades: Bourbon
“elite 33", Leroy y Mundo Novo

Repet] Distribucion de la broca
cio‘Les Super- | Pozo sin | Bourbon Leroy | Mundo Prueba de Friedman
ficie fruto elite 33 Novo

1 8 0 17 40 15 Bourbon Leroy Mdo N.
2 4 1 34 25 16 Promedio 21.63 33.63 17.5
3 8 3 19 29 21 Orden 2 1 3
4 4 4 29 29 14 Suma Rangos 14.5 225 11
5 1 2 16 45 16 P. Friedman AB A B
6 2 4 22 43 12 Khi2 = 8.69
7 6 2 21 30 21 DGL=2
8 9 3 15 28 25 Leroy # Mundo Novo (P < 0,05)

Fecha: 17 de Enero de 2006; Pozo Testigo: sin fruto; Pozos Prueba: Bourbon“elite 33”, Leroy y Mundo novo;

Estado de maduracién de los frutos: maduros; Olfatémetro: de caida de 4 pocillos de vidrio; Temperatura 28.5° C;
Humedad Relativa: 52.7%
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Gréfico 5: Nivel de preferencia de la broca para las variedades Bourbon “elite 33,
Leroy y Mundo novo
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Cuadro 16: Comparacion de preferencias de la broca para las variedades: Bourbon
“elite 33", Purpurascens y Maragogype

. Distribucion de la broca
5%?;'5- Super- | Pozo sin | Bourbon | Purpura | Marago Prueba de Friedman
ficie fruto elite 33 scens gype
1 8 1 18 10 13 Bourbo Purpur. Marag.
2 2 5 10 10 23 Promedio 12.75 12.88 18.63
3 4 2 11 9 24 Orden 2 3 1
4 5 7 7 20 11 Suma Rangos 13.5 13.5 21
5 4 0 10 12 24 P. Friedman A A A
6 2 2 12 14 20 Khi2 = 4.69
7 3 5 11 13 18 DGL =2
8 4 2 23 15 16 Bourbon= Purpurascens= Maragogype (P <0.001)

Fecha: 18 de Enero de 2006; Pozo "Testigo": sin fruto; Pozos "Prueba": Bourbon “elite 33”, Purpurascens y
Maragogype; Estado de maduracion de los frutos: maduros; Olfatometro: de caida de 4 pocillos de vidrio;
Temperatura 26.7° C; Humedad Relativa: 51.7%
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Gréfico 6: Nivel de preferencia de la broca para las variedades Bourbon “elite 33,
Purpurascens y Maragogype

Cuadro 17: Comparacion de preferencias de la broca para las variedades: Bourbon
“elite 33", Caturra y Pacas

Repeti Distribucion de la broca
- o‘;es qu_er- Pozo sin | Bourbon E— B Prueba de Friedman
ficie fruto elite 33
1 1 4 10 9 26 Bourbo Caturra Pacas
2 2 0 11 8 29 Promedio 13.75 8.63 22.00
3 6 5 9 9 21 Orden 2 3 1
4 2 4 21 9 14 Suma Rangos 18 10 20
5 3 5 16 11 15 P. Friedman AB B A
6 1 3 8 6 32 Khi2 = 6.75
7 2 7 14 14 13 DGL =2
8 2 0 19 3 26 Caturra # Pacas (P < 0,05)
Fecha: 15 de Diciembre de 2006; Pozo "Testigo": sin fruto; Pozos "Prueba": Bourbon “elite 33”, Caturra y Pacas;
Estado de maduracion de los frutos: maduros; Olfatdmetro: de caida de 4 pocillos de vidrio; Temperatura 29° C;
Humedad Relativa: 53%

40




8 100
e
8 80 f-—mmmm e m
§ $e 499

©
T = 1 06_________________________+  L____
g5 4 195
§ 20+----1 -1 ,—[ ——————————————
o 0
o

Bourbon Caturra Pacas

Especies/Variedades

Gréfico 7: Nivel de preferencia de la broca para las variedades Bourbon “elite 33,
Caturra y Pacas

Los niveles de preferencia definidos en el marco de estas 6 pruebas y ajustados en
funcién de los valores de la variedad Bourbon "elite 33", se pueden ordenar sobre un

eje. De esta forma, se definen variedades mas o menos atractivas que el Bourbon
"elite 33" (Fig. 11).

Var. Eugenoides + 23,3 %
Grupo 1 Var. Pacas +19.3 %
Var. Pache +19.2%
Var. Leroy +16.4 %
Var. Maragogype +13.3 %
Var. Moka +4.6 %
Var. Catisic +3.2%
Var. Purpurascens +0.3%
Grupo 2 |Var. referencia --- Bourbon "elite 33"---1ft---- 0.0 % ------—- Atraccion relativa
Var. Catimor 8600 -3.1%
Var. Mundo Novo -5.7%
Var. Caturra -11.1%
Grupo 3 C. canephora var. canephora -29.4 %

Fig. 11: Escala de preferencia de la broca para diferentes variedades, en
olfatbmetros de 4 pozos, tomando el Bourbon "elite 33" como referencia
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5.2.2 Determinacion de una escala de preferencia de la broca por diferentes
variedades de cafetos, con el uso de olfatdmetros de dos pozos

Por falta de frutos maduros, la variedad testigo Bourbon "elite 33" se cambié

por la variedad Bourbon "Santa Ana" en algunas pruebas.

Del cuadro 18 al 25 se presentan los resultados de pruebas olfatométricas,
que comparan simultdneamente 1 variedad a probar con la variedad testigo Bourbon
"Santa Ana". Del cuadro 26 al 29 se presentan los resultados obtenidos con
variedades hibridas y la variedad testigo Bourbon "elite 33". La comparacién entre
variedades se analiza con la prueba no paramétrica de Wilcoxon. Los niveles de

preferencia de la broca por estas variedades son definidos en los graficos del 8 al 19.

Cuadro 18: Comparacion de preferencias de la broca para las variedades
Bourbon “elite 33” y Bourbon “Santa Ana”

Repetl Distribucion de la broca
ci%%ee; Super- | Bourbon Bourbon Prueba de Wilcoxon
ficie elite 33 Sta Ana

1 5 20 25

2 6 17 27

3 3 20 27 Bourbon 33 Bourbon SA

4 7 17 26 Media 19.63 24.00

5 7 20 23 Pares 7

6 11 21 18 T. Wilcoxon 1.5

7 8 21 21 Umbral 5%,1% 2 -1

8 4 21 25 Bourbon 33 # Bourbon SA(P < 0.05)
Fecha: 8 de Febrero de 2006; Pozo "Testigo™": Bourbon “elite 33”; Pozo "Prueba": Bourbon “Santa
Ana”; Estado de maduracion de los frutos: maduros; Olfatémetro: de caida de 2 pocillos de vidrio;
Temperatura 28° C; Humedad Relativa: 43.9%
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Gréfica 8: Nivel de preferencia de la broca para las variedades
Bourbon “elite 33” y Bourbon “Santa Ana”
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Cuadro 19: Comparacion de preferencia de la broca para las variedades
Bourbon “Santa Ana” y Pacas

Revetl Distribucion de la broca
Ci(?nes Sl_]p'er- Bourbon E— Prueba de Wilcoxon
ficie Sta Ana
1 6 12 32
2 12 7 31
3 8 12 30 Bourbon SA  Pacas
4 10 12 28 Media 10.38 29.75
5 9 11 30 Pares 8
6 13 8 29 T. Wilcoxon 0
7 12 10 28 Umbral 5%,1% 4 0
8 9 11 30 Bourbon SA# Pacas (P < 0.01)
Fecha: 9 de Febrero de 2006; Pozo "Testigo": Bourbon “Santa Ana”; Pozo "Prueba":
Pacas; Estado de maduraciéon de los frutos: maduros; Olfatbmetro: de caida de 2
pocillos de vidrio; Temperatura 29° C; Humedad Relativa: 40.45%
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Grafico 9: Nivel de preferencia de la broca para las variedades

Bourbon “Santa Ana” y Pacas

Cuadro 20: Comparacién de preferencias de la broca para las variedades
Bourbon “Santa Ana” y Catuai rojo

Repetl Distribucién de la broca
cior:1els Super- | Bourbon | Catuai Prueba de Wilcoxon
Ficie Sta Ana rojo
1 3 26 21
2 8 16 26
3 5 24 21 Bourbon SA  Catuai R
4 1 25 24 Media 21.88 23.88
5 4 24 22 Pares 8
6 2 26 22 T. Wilcoxon 21
7 7 18 25 Umbral 5%,1% 4 0
8 4 16 30 Bourbon SA= Catuai (NS)
Fecha: 10 de Febrero de 2006; Pozo "Testigo": Bourbon “Santa Ana”; Pozo "Prueba": Catuai
rojo; Estado de maduracion de los frutos: maduros; Olfatdmetro: de caida de 2 pocillos de
vidrio; Temperatura 312 C; Humedad Relativa: 38.1%
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Grafico 10: Nivel de preferencia de la broca para las variedades
Bourbon “Santa Ana” y Catuai rojo

Cuadro 21: Comparacién de preferencias de la broca para las variedades
Bourbon “Santa Ana” y Caturra

Repeti Distribucion de la broca
Ci g nes qu_er- Bourbon S Prueba de Wilcoxon
ficie Sta Ana
1 7 23 20
2 9 22 19
3 3 28 19 Bourbon SA Caturra
4 8 22 20 Media 22.25 21.13
5 8 19 23 Pares 8
6 4 21 25 T Wilcoxon 15.5
7 7 25 18 Umbral 5%,1% 4 0
8 7 18 25 Bourbon SA= Caturra (NS)
Fecha: 10 de Febrero de 2006; Pozo "Testigo": Bourbon “Santa Ana”; Pozo "Prueba™
Caturra; Estado de maduracién de los frutos: maduros; Olfatdémetro: de caida de 2 pocillos
de vidrio; Temperatura 28° C; Humedad Relativa: 52%
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Gréfico 11: Nivel de preferencia de la broca para las variedades
Bourbon “Santa Ana” y Caturra
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Cuadro 22: Comparacién de preferencias de la broca para las variedades
Bourbon “Santa Ana” y Robusta

Repeti Distribucion de la broca
Ci(fnes qu_er- Bourbon P Prueba de Wilcoxon
ficie Sta Ana
1 2 35 13
2 4 24 22
3 4 31 15 Bourbon SA Robusta
4 2 29 19 Media 29.50 16.63
5 5 30 15 Pares 8
6 6 31 13 T. Wilcoxon 0
7 4 30 16 Umbral 5%,1% 4 0
8 4 26 20 Bourbon SA# Robusta (P < 0.01)
Fecha: 21 de Febrero de 2006; Pozo "Testigo": Bourbon “Santa Ana”; Pozo "Prueba™
Robusta; Estado de maduracion de los frutos: maduros; Olfatémetro: de caida de 2 pocillos
de vidrio; Temperatura 29.5° C; Humedad Relativa: 46.8%
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Grafico 12: Nivel de preferencia de la broca para las variedades
Bourbon “Santa Ana” y Robusta

Cuadro 23: Comparacién de preferencias de la broca para las variedades
Bourbon “Santa Ana” y Pacamara

Repet] Distribucion de la broca
cioﬁles Su'pgr- Bourbon S Prueba de Wilcoxon
Ficie Sta Ana
1 1 22 27
2 2 21 27
3 2 21 27 Bourbon SA  Pacam.
4 2 21 27 Media 21.25 27.50
5 4 15 31 Pares 8
6 1 24 25 T. Wilcoxon 0
7 0 21 29 Umbral 5%,1% 4 0
8 2 23 25 Bourbon SA# Pacamara (P < 0.01)

Temperatura 31° C; Humedad Relativa: 55%

Fecha: 2 de Marzo de 2006; Pozo "Testigo": Bourbon “Santa Ana”; Pozo "Prueba": Pacamara;
Estado de maduracién de los frutos: maduros; Olfatdbmetro: de caida de 2 pocillos de vidrio;
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Grafico 13: Nivel de preferencia de la broca para las variedades
Bourbon “Santa Ana” y Pacamara

Cuadro 24: Comparacién de preferencias de la broca para las variedades
Bourbon “Santa Ana” y Catisic

Repetl Distribucion de la broca
Ci : et qu'er- Bourbon Catisic Prueba de Wilcoxon
ficie Sta Ana
1 1 13 36
2 1 24 25
3 2 33 15 Bourbon SA  Catisic
4 3 28 19 Media 24.00 23.25
5 1 19 30 Pares 8
6 3 25 22 T. Wilcoxon 17
7 4 31 15 Umbral 5%,1% 4 0
8 7 19 24 Bourbon SA= Catisic (NS)
Fecha: 3 de Marzo de 2006; Pozo Testigo: Bourbon “Santa Ana”; Pozo Prueba: Catisic;
Estado de maduracién de los frutos: maduros; Olfatémetro: de caida de 2 pocillos de vidrio;
Temperatura 282 C; Humedad Relativa: 51.1%
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Grafico 14: Nivel de preferencia de la broca para las variedades
Bourbon “Santa Ana” y Catisic
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Cuadro 25: Comparacién de preferencias de la broca para las variedades
Bourbon “Santa Ana” y Tekisic

Repeti Distribucion de la broca
Cic?nes qu_er- Bourbon S Prueba de Wilcoxon
ficie Sta Ana
1 5 28 17
2 6 21 23
3 5 22 23 Bourbon SA  Tekisic
4 6 22 22 Media 23.25 22.00
5 2 29 19 Pares 7
6 5 20 25 T Wilcoxon 15.5
7 4 24 22 Umbral 5%,1% 2 -1
8 5 20 25 Bourbon SA= Tekisic (NS)
Fecha: 3 de Marzo de 2006; Pozo "Testigo": Bourbon “Santa Ana”; Pozo "Prueba": Tekisic;
Estado de maduracion de los frutos: maduros; Olfatometro: de caida de 2 pocillos de vidrio;
Temperatura 312 C; Humedad Relativa: 50.6%
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Especies/variedades

Gréfico 15: Nivel de preferencia de la broca para las variedades
Bourbon “Santa Ana” y Tekisic

Cuadro 26: Comparacién de preferencias de la broca para la variedad
Bourbon “elite 33" y el hibrido T3

Repeti- Distribucion de la broca .
ciones Superfi- | Bourbon = Prueba de Wilcoxon
Cie elite 33
1 8 19 23
2 7 21 22
3 9 15 26 Bourbon 33 T3
4 6 20 24 Media 18.38 23.75
5 9 20 21 Pares 8
6 7 19 24 T. Wilcoxon 0
7 10 17 23 Umbral 5%,1% 4 0
8 7 16 27 Bourbon SA# T3 (P < 0.01)

Fecha: 24 de Enero de 2006; Pozo "Testigo": Bourbon “elite 33”; Pozo "Prueba™: T3; Estado de
maduracion de los frutos: maduros; Olfatometro: de caida de 2 pocillos de vidrio; Temperatura
25.52 C; Humedad Relativa: 48.5%
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Gréfico 16: Preferencia de la broca entre la variedad
Bourbon “elite 33" y el hibrido T3

Cuadro 27: Comparacion de preferencias de la broca para la variedad
Bourbon “elite 33” y el hibrido T4

Repeti Distribucion de la broca
ciones qu_er- Bo_urbon T Prueba de Wilcoxon
ficie elite 33
1 3 20 27
2 3 23 24
3 1 19 30 Bourbon 33 T4
4 9 17 24 Media 20.13 26.25
5 4 18 28 Pares 8
6 7 23 20 T. Wilcoxon 2
7 2 18 30 Umbral 5%,1% 4 0
8 0 23 27 Bourbon 33 # T4 (P < 0.05)

Fecha: 25 de Enero de 2006; Pozo "Testigo": Bourbon “elite 33”; Pozo "Prueba": T4; Estado
de maduracion de los frutos: maduros; Olfatdémetro: de caida de 2 pocillos de vidrio;
Temperatura 27° C; Humedad Relativa: 48%
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Gréfico 17: Preferencia de la broca para la variedad
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Cuadro 28: Comparacién de preferencias de la broca para la variedad
Bourbon “elite 33" y el hibrido T5

Repeti- Distribucion de la broca .
A Super- | Bourbon - Prueba de Wilcoxon
ficie elite 33
1 8 27 15
2 13 20 17
3 6 35 9 Bourbon 33 T5
4 12 20 18 Media 24.75 15.75
5 14 20 16 Pares 8
6 10 30 10 T. Wilcoxon 0
7 4 25 21 Umbral 5%,1% 4 0
8 9 21 20 Bourbon 33 # T5 (P < 0.01)

Fecha: 25 de Enero de 2006; Pozo "Testigo": Bourbon “elite 33”; Pozo "Prueba": T5; Estado de
maduracién de los frutos: maduros; Olfatémetro: de caida de 2 pocillos de vidrio; Temperatura
262 C; Humedad Relativa: 48%
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Grafico 18: Preferencia de la broca para la variedad
Bourbon “elite 33” y el hibrido T5

Cuadro 29: Comparacién de preferencias de la broca para la variedad
Bourbon “elite 33” y el hibrido T6

Repeti- Distribucion de la broca .
ciones Super- | Bourbon — Prueba de Wilcoxon
ficie elite 33
1 5 34 11
2 2 22 13
3 4 27 19 Bourbon 33 T6
4 9 29 12 Media 31.75 11.88
5 9 32 9 Pares 8
6 2 37 11 T Wilcoxon 0
7 6 33 11 Umbral 5%,1% 4 0
8 1 40 9 Bourbon 33 # T6 (P < 0.01)
Fecha: 25 de Enero de 2006; Pozo "Testigo": Bourbon “elite 33”; Pozo "Prueba": T6;
Estado de maduracién de los frutos: maduros; Olfatdmetro: de caida de 2 pocillos de
vidrio; Temperatura 32° C; Humedad Relativa: 38%
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Gréfico 19: Preferencia de la broca para la variedad Bourbon “elite 33” y el hibrido T6

Los niveles de preferencia definidos en el marco de estas 12 pruebas y
ajustados en funcién de los valores de las variedades Bourbon "Santa Ana" y
Bourbon "elite 33", se pueden ordenar sobre dos ejes. De esta forma, se definen
variedades mas o menos atractivas con respecto al los dos Bourbones (Fig. 12).

Var. Pacas +48,3% iciririeiririeins +58.3 %
Grupo 1
Var. Pacamara (]| + 13.0% .ccvvrerievvieicrnnnns +23,0%
Catuai rojo +44 e +14.4%
Hibrido T4 ||| + 13.2 %
Hibrido T3 ||| + 12.8 %
Bourbon "Santa Ana" ||| 0 --- Atraccion relativa
Grupo 2 Var. Catisic 1.6 % e +84 %
Var.Caturra = 2.6 % cereeereeeeeerensenneees +7.4%
Var. Tekisic = 2,8 Yo errriiriennerrn——— +7.2%
Bourbon "elite 33" ||| 10.0 % Bourbon "elite 33" 0 --- Atraccion relativa
canephora var. Robusta = 28.0 %o erriemrrrinner e - 18,0%
=31.2% ceveeenn Hibrido T5 -21.2%
Grupo 3
=584 % .covuuennnn Hibrido T6 -48,4 %

Fig. 12: Escala de preferencia de la broca para diferentes variedades, en olfato-
metros de 2 pozos, tomando los Bourbones "Santa Ana" y "elite 33" como referencias
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5.3 APLICACION DE LA METODOLOGIA A COMPUESTOS AROMATICOS
LiQUIDOS

La identificacion de nuevos compuestos aromaticos atractivos para la broca

implica la realizacién de varias pruebas.

Tres pruebas se experimentaron con varios olfatbmetros de 2 pozos,

colocados en serie, utilizando cuadros de papel filtro como soporte de difusion:

1. Respuestas de la broca ante diferentes concentraciones del unico atrayente
conocido: la mezcla etanol-metanol 30:70, en comparacion con un testigo,
agua.

2. Respuestas a la difusion de productos aromaticos solos, incluyendo la mezcla
etanol-metanol 30:70, en comparacion con testigos totalmente neutros tales
como aceite de parafina o agua.

3. Respuestas a la difusion de productos asociados a la mezcla etanol-metanol
30:70, en comparacion con la mezcla etanol-metanol 30:70 sola.

Otras pruebas con olfatdmetros de 2 pozos se realizaron, esta vez utilizando el
sistema de difusion hecho con capilares introducidos en los liquidos a probar. El

objetivo era:

1. Evaluar respuestas de la broca a diferentes tasas de difusion de la mezcla
etanol-metanol 30:70.
2. Evaluar respuestas a diferentes tasas de difusién de un solo terpeno (cimeno)

diluido en etanol a 90°.
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5.3.1 Respuesta de la broca ante diferentes concentraciones de la mezcla
etanol-metanol 30:70 - difusiéon con papel filtro

A concentraciones extremas CO (10 mg/10 ul) y C4 (1 pg/10ul), no hay

respuesta significativa de la broca con respecto a testigos con agua (Cuadro 30 y

gréfico 20). Sin embargo, la broca reacciona a las concentraciones C1 (1 mg/10 pl),
C2 (100 pg/10 pl) y C3 (10 pg/10 pl).

Cuadro 30: Respuesta de la broca a diferentes concentraciones
de la mezcla etanol-metanol 30:70

. | Mezcla etanol- Mezcla etanol- Mezcla etanol- Mezcla etanol- Mezcla etanol-
Fecha ReP€ti5  metanol CO metanol C1 metanol C2 metanol C3 metanol C4
ciones
Sup. | Prueba | Testigo |Sup. | Prueba | Testigo | Sup. | Prueba | Testigo |Sup. | Prueba | Testigo |Sup. | Prueba | Testigo
1 7 21 22 4 33 13 1 39 10 10 25 15 4 27 19
08/03/0 2 3 22 25 10 27 13 1 39 10 9 23 18 2 20 28
3 26 23 1 8 26 16 12 26 12 17 17 16 19 24 7
4 9 38 3 8 26 16 18 25 7 34 12 4 21 17 12
09/03/0 5 7 29 14 7 31 12 7 25 18 12 30 8 24 11 15
6 13 33 4 2 37 11 9 36 5 10 24 16 18 16 16
14/03/06 7 25 10 15 18 19 13 22 20 8 26 17 7 25 10 15
8 32 8 10 4 32 14 19 27 4 17 15 18 27 12 11
50/03/0 9 7 16 27 12 24 14 11 23 16 12 19 19 25 15 10
10 10 15 25 6 25 19 8 28 14 10 17 23 8 21 21
PRUEBA DE . . . . .
WILCOXON Tratamiento 1 Tratamiento 2 Tratamiento 3 Tratamiento 4 Tratamiento 5
Media 215 14.6 28.0 14.1 28.8 10.4 19.9 14.4 17.3 15.4
Pares 10 10 10 9 8
T. Wilcoxon 34 0 0 6 12.5
Umbral 5%, 1% 8 3 8 3 8 3 6 2 4 0
Probabilidad No Significativo P<0.01 P<0.01 P<0.05 No Significativo

Prueba: numero de brocas que eligieron el pozo prueba.

Testigo: numero de brocas que eligieron el pozo

testigo. Sup.: superficie, nimero de brocas restantes en la superficie del olfatémetro, después de terminado el

ensayo.
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73,5

70

66,5

O Prueba
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50 -
40
30 4
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10

Porcentaje de broca atraida

59,6

CO0 (10mg)

58,0

52,9 .
H Testigo

C1 (1mg)

C2 (100ug)

C3 (10pg)

C4 (1ng)

Diferentes concentraciones de la mezcla etanol-metanol

Grafico 20: Respuesta de la broca (%) a diferentes concentraciones de la mezcla
etanol-metanol 30:70 respecto a un testigo
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5.3.2 Respuesta de la broca ante la difusidon de aceites esenciales, limoneno y
mezcla etanol-metanol 30:70 (10 ug/10 pl) - difusién con papel filtro

La broca reacciona con ningun aceite probado, HE1, HE2, HE3 a la

concentracién C6 (10 ng/10 pl), ni con el limoneno a la concentracion C5 (100 ng/10

ul) (Cuadro 31 y grafico 21), en comparacion con sus respectivos testigos (solvente

neutro: aceite de parafina). Responde solamente a la mezcla etanol-metanol 30:70 a

la concentracion C3 (10 pg/10 pl), en comparacion con un testigo con agua.

Cuadro 31: Respuesta de la broca a la difusién de aceites esenciales, limoneno y
mezcla etanol-metanol 30:70

. Canaga odorata |Ravensara aromatica| Citrus paradisii Limoneno Etanol-metanol
Fecha R?PEU' (HE1) - C6 (HE2) - C6 (HE3) - C6 c5 c3
clones Sup. | Prueba | Testigo | Sup. | Prueba | Testigo | Sup. | Prueba | Testigo | Sup. | Prueba | Testigo | Sup. | Prueba | Testigo
13/03/06 1 27 9 14 25 16 9 24 12 14 20 16 14 22 18 10
2 27 9 14 22 14 14 29 9 12 35 12 3 24 15 11
21/03/06 3 29 10 11 32 12 6 39 5 6 33 5 12 40 7 3
4 36 9 5 28 12 10 43 6 1 44 3 3 28 15 7
97/03/06 5 28 11 11 26 18 6 26 11 13 21 16 13 16 32 2
6 30 9 11 19 13 18 19 17 14 19 13 18 25 22 3
07/04/06 7 30 13 7 12 18 20 7 15 28 40 6 4 24 20 6
8 26 11 13 13 18 19 28 8 14 35 7 8 24 19 7
PRUEBA DE WILCOXON | Tratamiento 1 Tratamiento 2 Tratamiento 3 Tratamiento 4 Tratamiento 5
Media 10.0 10.7 15.5 12.8 10.0 12.3 9.5 9.3 18.5 6.0
Pares 8 7 8 7 8
T. Wilcoxon 13 7.5 10.5 12 0
Umbral 5%, 1% 4 0 2 -1 4 0 2 -1 4 0
Probabilidad No Significativo No Significativo No Significativo No Significativo P<0.01

Prueba: numero de brocas que eligieron el pozo prueba. Testigo: nimero de brocas que eligieron el pozo
testigo. Sup.: superficie, nimero de brocas restantes en la superficie del olfatémetro, después de terminado el

ensayo.
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Gréafico 21: Respuesta de la broca (%) a aceites esenciales, mezcla
etanol-metanol y limoneno
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5.3.3 Respuesta de la broca ante la difusion de terpenos, aceites esenciales,
producto de limpieza y mezcla etanol-metanol 30:70 (10 ug/10 ul) - difusién con

papel filtro

Nuevamente, la broca responde solamente a la mezcla etanol-metanol 30:70 a

la concentracion C3 (10 ug/10 pl) en comparacion con un testigo con agua (Cuadro
32y grafico 22).

Cuadro 32: Respuesta de la broca a la difusién de terpenos, aceites esenciales,

producto de limpieza y mezcla etanol-metanol 30:70

R . Cimeno Cariofileno Gaulturia procu- Azistin etanol-metanol
Fecha |epetis cé cé bens (HE4 - C6) c5 c3
ciones
Sup. | Prueba | Testigo | Sup. | Prueba | Testigo | Sup. | Prueba | Testigo | Sup. | Prueba | Testigo | Sup. | Prueba | Testigo
14/03/06 1 21 19 10 13 18 19 9 15 22 24 16 12 21 24 5
2 14 19 17 31 10 9 31 11 8 19 17 11 13 24 13
99/03/06 3 40 7 3 36 10 4 29 12 9 35 11 4 20 18 12
4 36 6 8 42 5 3 34 4 12 40 4 6 22 15 13
31/03/06 5 31 8 11 29 9 12 24 11 15 8 19 23 37 11 12
6 31 8 11 25 14 11 35 5 10 18 17 15 35 12 3
05/04/06 7 19 19 12 21 18 11 33 10 7 21 14 15 16 26 8
8 24 19 7 14 21 15 27 12 11 16 18 16 14 30 6
PRUEBA DE WILCOXON | Tratamiento 1 Tratamiento 2 Tratamiento 3 Tratamiento 4 Tratamiento 5
Media 13.1 9.8 13.1 10.5 10.0 11.7 14.5 12.7 20.0 9.0
Pares 8 8 8 8 8
T. Wilcoxon 8.5 6 26 9.5 1
Umbral 5%, 1% 4 0 4 0 4 0 4 0 4 0
Probabilidad No Significativo No Significativo No Significativo No Significativo P<0.01

Prueba: numero de brocas que eligieron el pozo prueba. Testigo: numero de brocas que eligieron el pozo
testigo. Sup.: superficie, numero de brocas restantes en la superficie del olfatdmetro, después de terminado el

ensayo.
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Grafico 22: Respuesta de la broca (%) a terpenos, aceite esencial, producto de
limpieza y mezcla etanol-metanol
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5.3.4 Respuesta de la broca ante la difusiéon de otros terpenos, aceites
esenciales y mezcla etano-metanol 30:70 (10 pug/10 pl) - difusién con papel filtro

Nuevamente, la broca responde solamente a la mezcla etanol-metanol 30:70 a

la concentracion C3 (10 ug/10 pl) en comparaciéon con un testigo con agua (Cuadro
33 y grafico 23).

Cuadro 33: Respuesta de la broca a la difusién de otros terpenos, aceites
esenciales y mezcla etanol-metanol 30:70

R . Humuleno Mirceno a~-Pineno Pinus silvestris | etanol-metanol
Fecha |[Repeti Ccé Ccé cé (HE5)- C3 c3
ciones
Sup. | Prueba | Testigo | Sup. | Prueba | Testigo | Sup. | Prueba | Testigo | Sup. | Prueba | Testigo | Sup. | Prueba | Testigo
15/03/06 1 33 12 5 25 12 13 37 9 4 37 10 3 31 14 5
2 32 10 8 26 12 12 22 15 13 23 9 18 28 13 9
93/03/06 3 36 9 5 8 17 25 20 15 15 24 13 13 24 21 5
4 24 16 10 25 15 10 12 18 20 23 14 13 24 22 4
03/04/06 5 13 11 26 14 20 16 11 18 21 9 17 23 7 39 4
6 14 15 21 28 11 11 6 17 27 2 28 20 10 22 18
03/04/06 7 26 9 15 24 17 9 34 11 4 24 16 10 5 43 2
8 30 8 13 30 13 7 28 10 12 22 11 17 15 31 4
PRUEBA DE WILCOXON | Tratamiento 1 Tratamiento 2 Tratamiento 3 Tratamiento 4 Tratamiento 5
Media 11.2 12.8 14.6 12.8 141 145 14.7 14.6 25.6 6.3
Pares 8 6 7 7 8
T. Wilcoxon 21 6.5 13 13 0
Umbral 5%, 1% 4 0 0 -1 2 -1 2 -1 4 0
Probabilidad No Significativo No Significativo No Significativo No Significativo P<0.01

Prueba: nimero de brocas que eligieron el pozo prueba. Testigo: nimero de brocas que eligieron el pozo
testigo. Sup.: superficie, nimero de brocas restantes en la superficie del olfatometro, después de terminado el

ensayo.
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Gréfico 23: Respuesta de la broca (%) a otros terpenos, aceite esencial y
mezcla etanol-metanol
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5.3.5 Respuesta de la broca ante la difusién de terpenos y aceites esenciales
asociada a la difusion de etanol-metanol, en comparacién con un testigo de
etanol-metanol solo - difusidon con papel filtro

La broca responde de la misma forma a la difusién de terpeno o aceite

esencial asociada con la mezcla etanol-metanol que con la mezcla etanol-metano

sola (Cuadro 34 y grafico 24)

Cuadro 34: Respuesta de la broca a la difusién de terpenos, aceites esenciales
asociada a la difusion de etanol-metanol 30:70 en comparacion con un testigo

. Humuleno C6 + Ravensara aromatica Limoneno C6 + a-Pineno C6 + Cimeno C6 +
Fecha Eﬁ)pnit; etanol-metanol C3 | C6 + etanol-metanol C3 |etanol-metanol C3|etanol-metanol C3 | etanol-metanol C3
Sup.Pruebal Testigo | Sup. |Pruebal Testigo [Sup.Prueba Testigo|Sup.Prueba Testigo [Sup.Prueba Testigo

16/03/06 1 17| 14 19 23 14 13 22| 17 11 17 7 26 16| 16 18
2 18| 11 21 7 19 24 34| 9 7 24| 13 13 | 22| 16 12

08/05/06 3 11 17 22 10 26 14 15| 15 20 8 25 17 10| 15 25
4 10| 15 25 14 20 16 18| 11 21 9 29 12 6 22 22

09/05/06 5 9 23 18 14 18 18 8 23 19 11 27 12 5 20 25
6 13| 11 26 10 22 18 9 25 16 14| 20 16 8 28 14

7

10/05/06 5 20 25 4 34 12 5 20 25 6 22 22 8 18 24
8 9 15 26 5 17 28 9 29 12 6 25 19 7 20 23

10/05/06 9 10| 25 15 8 18 24 21| 17 12 12| 15 23 10| 19 21
10 12| 13 25 12 20 18 38 8 4 12| 18 20 15| 15 20

PRUEBA WILCOXON | Tratamiento 1 Tratamiento 2 Tratamiento 3 Tratamiento 4 Tratamiento 5
Media 16.4 22.2 20.8 18.5 175 | 147 20.1 | 18.0 18.9 | 20.4

Pares 10 9 18 8 9
T. Wilcoxon 8.5 18 18.5 13.5 13

Umbral 5%, 1% 8 3 6 2 8 3 4 0 6 2
Probabilidad No Significativo No Significativo No Significativo No Significativo No Significativo

Prueba: numero de brocas que eligieron el Pozo Prueba. Testigo: nimero de brocas que eligieron el Pozo
Testigo. Sup.: superficie, Numero de brocas restantes en la superficie del olfatometro después de terminado el

ensayo.
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Grafico 24: Respuesta de la broca (%) a terpenos, aceites esenciales asociados
a etanol-metanol en comparacién etanol-metanol solo.
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5.3.6 Calibracion de los capilares para la difusion de la mezcla etanol-metanol

30:70

Los resultados de la calibracion estan resumidos en el cuadro 35.

Cuadro 35: Tasas de difusién en medio confinado (olfatobmetros) de la
mezcla etanol-metanol a diferentes concentraciones

Etanol Re Peso Peso final | Diferencia | Tasa de difusién | Tasa de difusion
metanol P- | inicial (9) (9) (9) (g/dia) (g/hora)
1 3.738 3.590 0.148
MM a 714 | 8358 | 0356
gua=o. 3 3.733 3.481 0.252
o 4 3.682 3.426 0.256
99.9% 5 3.690 3.551 0.139
Promedio 0.230 0.026 0.00107
Etanol Peso Peso final | Diferencia | Tasa de difusién | Tasa de difusion
metanol inicial (g) (9) (9) (g/dia) (g/hora)
_ 1 3.761 3.588 0.173
Eé'\ﬂé‘:%ﬁ M2 | 3761 | 355 | 0.205
' 3 3.714 3.601 0.113
80 4 3.804 3.713 0.091
° 5 3.699 3.545 0.154
Promedio 0.147 0.016 0.00068
Etanol Peso Peso final | Diferencia | Tasa de difusién | Tasa de difusion
metanol inicial (g) (9) (9) (g/dia) (g/hora)
B 1 3.795 3.678 0.117
fgﬁ”;%% M| 2 | 3726 | 3620 | 0097
- 3 3.726 3.647 0.079
60°% 4 3.700 3.614 0.086
° 5 3.797 3.692 0.105
Promedio 0.097 0.011 0.00045
Etanol Peso Peso final | Diferencia | Tasa de difusiéon | Tasa de difusion
metanol inicial (9) (9) (9) (g/dia) (g/hora)
B 1 3.767 3.689 0.078
Egtﬂa;gg rrgl 2 3.737 3.670 0.067
) 3 3.798 3.704 0.094
40% 4 3.828 3.690 0.138
° 5 3.793 3.754 0.039
Promedio 0.083 0.009 0.00039
Etanol Peso Peso final | Diferencia | Tasa de difusiéon | Tasa de difusion
metanol inicial (g) (9) (9) (g/dia) (g/hora)
_ 1 3.761 3.604 0.157
aEgll\JAa:%lf T1|I 2 3.878 3.850 0.028
o 3 3.830 3.785 0.045
20 4 3.717 3.647 0.070
° 5 3.828 3.789 0.039
Promedio 0.068 0.008 0.00031
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5.3.7 Respuesta de la broca a diferentes tasas de difusion de la mezcla etanol-
metanol 30:70 en el marco del método de difusion con capilares

En los olfatometros, la broca responde a las diferentes tasas de difusion de

etanol-metanol 30:70 probadas: de 1.01 ug/h a 0.31 ug /h. Sin embargo las mejores

respuestas suceden cuando la tasa es inferior a 0.73 pg /h (Cuadro 36 y grafico 25).

Cuadro 36: Respuesta de la broca a diferentes tasas de difusion
de etanol-metanol 30:70 con capilares

Tasas de difusion de las mezclas etanol-metanol
Fecha | R€Peli~ | Mezcla pura 100% | Solucién mezcla 80% | Solucién mezcla 60% | Solucién mezcla 40% | Solucién mezcla 20%
CIONesS | pifusion = 1.01 ug /h | Difusion = 0.73 ug /h | Difusion = 0.42 ug /h | Difusion = 0.37 pg /h | Difusion = 0.31 ug /h
Sup. | Prueba | Testigo | Sup. | Prueba | Testigo | Sup. | Prueba | Testigo | Sup. | Prueba | Testigo | Sup. | Prueba | Testigo
1
28/04/06 12 28 10 15 28 7 16 31 3 10 21 19 27 20 3
2 6 34 10 5 30 15 10 31 9 7 29 14 10 28 12
02/05/06 3 2 30 18 4 28 18 2 28 20 1 40 9 1 37 12
4 11 21 18 1 36 13 5 34 11 0 46 4 2 44 4
5 20 15 15 12 19 19 10 22 18 11 24 15 13 29 8
03/05/06
6 17 25 8 26 19 5 11 25 14 15 18 17 18 24 8
7 15 20 15 28 12 10 34 15 1 19 18 13 19 22 9
04/05/06
8 12 28 10 6 22 22 12 24 14 20 17 13 22 20 8
Prueba de Wilcoxon | Tratamiento 1 Tratamiento 2 Tratamiento 3 Tratamiento 4 Tratamiento 5
Media 25.1 13.0 24.2 13.6 26.2 11.2 26.6 13.0 28.0 8.0
Pares 7 6 8 8 8
T. Wilcoxon 0 0 0 0 0
Umbral 5%, 1% 2 -1 0 -1 4 0 4 0 4 0
Probabilidad P<0.05 P<0.05 P<0.01 P<0.01 P<0.01

Prueba: Numero de brocas que eligieron el Pozo Prueba. Testigo: Numero de brocas que eligieron el Pozo
estigo. Sup. : Numero de brocas restantes en la superficie del olfatdmetro después de terminado el ensayo.
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5.3.8 Respuesta de la broca a diferentes tasas de difusion de un solo terpeno
asociado en solucion a la mezcla etanol-metanol 30:70 a 20% en el marco del
método de difusidon con capilares

En los olfatbmetros, la tasa de difusion de la mezcla etanol-metanol 30:70 a

20% es de 0.31 ug /h, en promedio (Cuadro 35). Sin embargo la tasa de difusién del

cimeno en solucion en etanol a 90° no se conoce exactamente, pero varia en funcion

de su propia concentracion en solucién con etanol a 90°. La comparacion se hace

con un testigo etanol-metanol 30:70 a 20%. La concentracién de cimeno en etanol a

90° por la cual responde la broca es de 0.1% (Cuadro 37 y gréfico 26).

Cuadro 37: Respuesta de la broca a diferentes concentraciones de cimeno,
con capilares, asociadas a la difusion de etanol-metanol

Tasas de difusion de las mezclas etanol-metanol + concentraciones de cimeno
Repeti- etanol-metanol 20% etanol-metanol 20% etanol-metanol 20% etanol-metanol 20% etanol-metanol 20%
Fecha ciones Difusién=0.31 pg /h Difusion= 0.31 pg /h Difusién= 0.31 pg /h Difusién=0.31 pg /h Difusion=0.31 pg /h
+ Cimeno 10% + Cimeno 1% + Cimeno 0.1% + Cimeno 0.01% + Cimeno 0.001%
Sup. | Prueba | Testigo | Sup. | Prueba | Testigo | Sup. | Prueba | Testigo | Sup. | Prueba | Testigo | Sup. | Prueba | Testigo
1 9 17 24 5 27 18 10 22 18 8 28 14 8 12 30
15/05/06 2 6 28 16 10 15 25 12 32 6 8 13 29 9 26 15
16/05/06 3 15 18 17 15 23 12 30 16 4 18 18 14 22 14 14
4 10 21 19 13 25 12 23 21 6 4 21 25 13 17 20
5 26 14 10 3 24 23 5 32 13 12 14 24 10 22 18
17/05/06 6 8 21 21 7 30 13 5 26 19 6 31 13 8 21 21
7 10 27 13 26 16 8 13 17 20 8 29 13 36 8 6
22/05/06 8 23 12 15 11 20 19 9 21 20 9 26 15 24 6 20
Prueba de Wilcoxon Tratamiento 1 Tratamiento 2 Tratamiento 3 Tratamiento 4 Tratamiento 5
Media 19.7 16.8 22.5 16.2 23.3 13.2 22.5 18.3 15.7 18.0
Pares 7 8 8 8 6
T. Wilcoxon 8 5 2 11 13
Umbral 5%, 1% 2 -1 4 4 0 4 0 0 -1
Probabilidad No Significativo No Significativo P<0.05 No Significativo No Significativo

Prueba: Numero de brocas que eligieron el Pozo Prueba. Testigo: Numero de brocas que eligieron el Pozo Testigo.
Sup. : Numero de brocas restantes en la superficie del olfatometro después de terminado el ensayo.
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6. DISCUSION GENERAL

En la busqueda de una metodologia de olfatometria para estudiar la respuesta
de la broca a distintas fuentes de olor, especialmente los olores emitidos por los
frutos de cafeto, varios aspectos biologicos fueron observados. En primer lugar, se
ha determinado que la mayoria de las hembras de H. hampei, una vez emergidas de
los frutos donde nacieron, manifiestan una actividad de colonizacién durante todo el
foto periodo del dia o de los dias siguientes facilitando asi, la realizacion de los
ensayos. Segun Giordanengo (1993), estas hembras tienen un estado fisioldgico
adecuado que les permiten colonizar nuevos frutos. Por otro lado, se ha confirmado
que, entre las diferentes categorias de frutos, los residuales traidos del campo son
excelentes reservorios de hembras colonizadoras. En este sentido se ha
comprobado que la broca es capaz de discriminar entre los distintos estados
fonoldgicos de los frutos, prefiriendo los maduros sobre los frutos secos y verdes.
Estas observaciones concuerdan con las de varios autores (Ticheler, 1961;
Giordanengo et al, 1993; Mathieu, 1995), en experimento de olfatometria con
variedades de cafetos.

Se ha determinado también que los frutos tomados como fuente de atraccion,
especialmente los frutos maduros, siguen emitiendo efluvios hasta 24 horas después
del corte, lo que facilita su uso en el desarrollo de las pruebas olfatométricas.

En el marco mas técnico de la elaboracibn de un olfatbmetro, se ha
privilegiado el principio de “caida” en un ambiente estatico, por ser a la vez sencillo y
eficaz. Entre los modelos probados, el olfatbmetro de vidrio resulté mas efectivo, con
una duracién optima por ensayo de tres horas contra cuatro horas con los modelos
de cartén, lo que permite la realizacién de un mayor numero de pruebas por dia,
ademas es mas practico en su montaje y desmontaje para cada ensayo, asi como
su descontaminacién después del uso. Por otro lado, a partir de numerosas pruebas
realizadas en un mismo periodo que no sobrepasd dos meses, se ha podido definir
que el sistema de dos pozos tenia una mayor precision que el de cuatro pozos.

Las escalas que se elaboraron con el fin de clasificar los niveles de
preferencia de la broca por los frutos maduros de diferentes variedades y especies
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de cafetos, confirman la existencia de verdaderas diferencias entre si, considerando
el grado de similitud en las respuestas obtenidas con los olfatdmetros de dos y cuatro
pozos. De acuerdo con los resultados de Duarte (1992), la variedad Pacas es mas
atractiva que los Bourbones y mucho mas que los Robusta. Cada una de estas tres
variedades representa un grupo que reune otras variedades con propiedades
atractivas bastante similares. Asi, el grupo de los Bourbones asocia los Caturra,
Catuai y Tekisic que tienen en comun el mismo origen genético. En cambio, el Pacas
gue se originé de una mutacién natural del Bourbon, se ha alejado de él, expresando
nuevas caracteristicas morfologicas y biologicas, lo que justifica sus diferencias de
atractividad. En este sentido, Mathieu (1995), ha demostrado que los efluvios de
Ardbica tenian una composicién quimica diferente de la de Robusta especialmente
para el caso de los terpenos. Los resultados de analisis de los efluvios de los arabica
var. Tipica (Warthen et al., 1997) y var. Colombia (Ortiz et al., 2004) presentaron
también diferencias. Hasta la fecha, ningun estudio comparativo sobre la quimica de
los efluvios ha reunido mas de dos variedades. La via genética podria ser una de las
alternativas a explorar para identificar nuevos atrayentes.

La realidad, es que para desarrollar este tipo de investigaciéon, nunca se
encuentra en el mismo lugar y el mismo tiempo, el material genético a estudiar y el

laboratorio quimico adecuado.

Las pruebas de preferencia realizas con los cuatro hibridos llamados T3, T4,
T5 y T6, son totalmente novedosas ya que se trata de material genético nuevo en
proceso de evaluacién. Los resultados indican que, a nivel de atraccion, T3 y T4
pertenecen al grupo de los Bourbones y que T5 y T6 se ubican en el grupo de los
Robusta. Estos dos ultimos se revelan pocos atractivos. Es una ventaja que se

podria tomar en cuenta como criterio de seleccidon de este material genético.
Tal como se estudiaron la atractividad de los frutos de diferentes variedades y

especies de cafeto, se evaluaron varios productos arométicos liquidos puros o
mezclados mediante olfatémetros de caida con el sistema de dos pozos. Esta vez,
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ha sido necesario adaptar la metodologia, probando dos sistemas de difusién: el
sistema con papel filtro y el sistema con capilares.

Entre las pruebas con papel filtro como soporte de difusion, se demostré que
la broca responde a las concentraciones C1, C2 y C3 de la mezcla etanol-metanol
30:70. En el caso de CO, puede ser que el ambiente interno de los olfatémetros sea
saturado por la difusidén de los alcoholes, afectando la capacidad de respuesta de la
broca. En el caso de C4, la broca no pudo detectar la mezcla por ser muy diluida. Por
consiguiente, se utilizé una de las 3 concentraciones de etanol-metanol C1, C2, C3
como concentracion de referencia en los otros ensayos con difusion con papel filtro.
Sin embargo se demostré también que la broca no responde a los diferentes
terpenos, aceites esenciales y producto de limpieza cuando se utilizan solos,
tampoco la broca responde a productos asociados a la mezcla metanol etanol, por lo
tanto se pueden consideran cuatro respuestas: 1. Ninguno de los productos
probados tiene un efecto atractivo, 2. Ninguno tiene un efecto atractivo cuando esta
utilizado solo, 3. Ninguno es atractivo a la concentracion aplicada, 4. La difusién de
cada producto es muy fugaz y por lo tanto, la broca no tiene tiempo para dirigirse
hacia el pozo adecuado. En el marco de ensayos de campo, la broca ha respondido
a la difusion de limoneno y del a-pineno asociados a la mezcla etanol-metanol, y no a
estos dos terpenos utilizados solos (Dufour, comunicacién personal). Por otro lado,
se ha observado que una difusion excesiva de estos productos generaba un efecto
de repelencia. Por lo tanto, se arguye que la rapidez de la difusion con el método del
papel filtro, puede ser la principal causa de la no eleccién de los pozos de prueba por
la mayoria de las brocas. Por lo anterior se asume que las sustancias no fueron
evaluadas adecuadamente y tendran que ser probadas nuevamente en el marco de

otros estudios, utilizando un sistema de difusién diferente.
Entre las pruebas con capilares como medio de difusion, se demostrdé que la

broca responde a todas las tasas de difusién probadas de la mezcla etanol-metanol
30:70 (1.01 pg /h, 0.73 ug /h, 0.42 pg /h, 0.371 ug /h y 0.31 ug /h). Por consiguiente,
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para evitar riesgos de saturacion del ambiente interno de los olfatobmetros, se prefiere
la tasa mas baja: 0.31 ug /h.

También se evalud una sustancia asociada a la mezcla etanol-metanol a 20%:
el cimeno por el cual la broca habia respondido de manera positiva, en algunos
ensayos de campo (Dufour, comunicacion personal). A la concentracién 0.1%, el
cimeno muestra una pequena atraccion por la broca. Esta ventaja de los capilares se
debe, sin duda, a la difusién continua de los productos volatiles en los olfatémetros,
lo que da mucho mas tiempo a la broca para elegir el pozo con la sustancia mas
atractiva. Por otro lado, demuestra que el sistema con capilares puede asegurar una
difusion permanente tal como lo hacen los frutos de café.

El 0,1% de concentracidbn podria ser la concentracidon estandar de los
productos aromaticos que se aplicara en los futuros ensayos de olfatometria,
especialmente los ensayos dedicados a la busqueda de respuestas de la broca a
diferentes volatiles seleccionados.

En la metodologia de olfatometria de caida con dos pozos, asociado al

sistema de difusiéon con capilares, se facilitara mas los estudios sobre las sustancias

aromaticas se realizaran en el marco de nuevos estudios.
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7. CONCLUSIONES GENERALES

. La broca ya emergida de los frutos de cafeto, es activa todo el dia (manana y
tarde)

. Los frutos siguen atractivos para la broca, por lo menos durante 24 horas

después del corte.

. Los frutos maduros son mas atractivos que los frutos secos y verdes
. Los olfatdmetros de vidrio son mas efectivos que los olfatdbmetros de carton.

. El método de olfatometria con 2 pozos de caida es un poco mas preciso que

el de 4 pozos.

. La precision del método es suficiente para poder clasificar las variedades de
cafetos en funcion del grado de atraccién de sus frutos, de los muy atractivos
como la variedad Pacas, hasta los menos atractivos como las variedades

Canephora y Robusta.

. El método ha permitido clasificar cuatro nuevos hibridos moderadamente
atractivos (T3 y T4) y pocos atractivos (TS5 y T6).

. Enla aplicaciéon del método de olfatometria a productos aroméaticos liquidos, el
soporte de difusiéon hecho de papel filiro no fue efectivo ya que la difusion de
los productos aromaticos en dicho material es muy fugaz, lo que no da tiempo

al insecto para orientarse.

. El método de olfatometria utilizando capilares como soporte de difusion,
funciona mejor ya que la difusion de los productos aromaticos es constante tal
como sucede en los frutos de cafeto. Tomando el cimeno como posible
atrayente para la broca, se ha determinado que la broca responde a una
concentracién de 0.1%.
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8. RECOMENDACIONES

Utilizar los resultados de esta investigacion para realizar nuevas pruebas de
olfatometria, haciendo las adaptaciones necesarias para su optimizacion.

Explorar diferentes fuentes aromaticas (naturales o artificiales), manejando
distintos parametros tales como, la concentracion, la tasa de difusion de los

atrayentes y la asociacién de sustancias.

Validar en el campo, los resultados de las pruebas olfatométricas de
laboratorio.

Caracterizar quimicamente las sustancias volatiles emitidas por los frutos de

las especies y variedades de cafeto que son muy o poco atractivas para la

broca, con el propdsito de identificar los compuestos atractivos.
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ANEXO



ANEXO 1

FUNDACION SALVADORENA PARA INVESTIGACIONES DEL CAFE.
JARDIN DE ESPECIES Y VARIEDADES-CTC I
PLANO DE CAMPO.

1 2 3 4 5 6 7 8 ] 10 1) 12
C. Canephora gBBu_j-b-:Sn s/charlotii Bourbén siLaurenti Arabigo mibirizi Arabigo 205 Arabigo n 50
C. Robusta. Chrlotii Laurenti Uganda. Quillow Congensis.

24 23 22 21 20 19| 18]s/n |S/N 17 16|S/N 15 14 13
Arnoldiano. Arabigo F 502 Libérico. Phillipinean Sumatra. Arabigo sel 17
Excelsa. Abeukutae. Arabigo N 48 Passipagor Dewevrey Ardbigo amarello.

Apoata. Villa Sarchi
Viilla Sarhi

25 26 27 28 29 30 =4 | 32Z|S/N 33 34|S/N
Aragigo sel. 28 Arabigo R 3 Bourbdén Puerto Rico. Pacas. Eugenoides.

Java moka. Moka No 2 Arabigo Mizore Bel Congo. Sarhimor.
Mundo Novo
Aragigo Sel. 313
Catuai.

45 44 43 42 41 40 39 38 37 36 35|S/N |S/N
Maragogipe. Kona Bourbén amarello. Caturra. Murta.
calumnaris Purpuracens Maragogipe amarello. Surimam. Serpensflorens

Arébigo Hawai
Racemosa.
Pacamara.

46 47 48 49 50 51 52 53 54 60A [60B|60C |60D |60E

San Ramon. San Ramon X Maragogipe. Le Roy.
Pache. Polisperi BOURBON (ELITE 33) 80 A Pache enano.
Bourbén sl 370 60 B Congensis.
Guadalupe. 60 C Seleccion 16
Bourbon élite 33 60 D Padang 2.
B0 E Seliccion 197




