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Rhynchophorus palmarum es plaga relevante en palmeras (Areca-
ceae) en  Brasil.  Su  respuesta  comportamental  (olfatometría)  y
electrofisiológica (electroantenografía, sola y acoplada a cromato-
grafía) se estudió frente a compuestos orgánicos volátiles emitidos
por hongos entomopatógenos nativos aislados en Coruripe (Ala-
goas,  Brasil)  mediante  aireación  durante  24  horas.  El  aislado
CVAD01 no originó respuesta comportamental significativa, pero el
CVAD02 originó atracción significativa en machos. Los bioensayos
electrofisiológicos mostraron actividad antenal en los dos sexos de
R. palmarum frente a los componentes volátiles de los extractos de
los dos hongos identificados. Los análisis cromatográficos de los
extractos indicaron perfiles de compuestos orgánicos volátiles con
la presencia de dos alcoholes, tres hidrocarburos aromáticos, dos
monoterpenos, tres cetonas y tres hidrocarburos lineales. 

Palabras  clave: Arecaceae;  Olfatometría;  Aireación;  electroanteno-
grafía; Perfil cromatográfico

Abstract

Behavioral  and  electrophysiological  response  of  Rhynchophorus
palmarum (L.,  1764) (Coleoptera: Curculionidae) to volatile com-
pounds of natives entomopatogenic fungi

Rhynchophorus palmarum is a major pest of palms (Arecaceae) in
Brasil. Both the behavioral (olfactometry) and electrophysiological
(electroantennography, both alone and coupled to chromatography)
was studied against volatile organic compounds emitted by native
entomopathogenic fungi isolated from Coruripe (Alagoas, Brazil).
Fungal isolates were identified by aeration system for  24 hours.
CVAD01 did not cause a significant behavioral response; however,
males were significantly attracted to CVAD02 extracts. Electrophys-
iological  bioassays  showed  antennal  activity,  in  both  sexes,  to
volatile  components of  the two identified native fungi.  The chro-
matographic analysis of the extracts indicated profiles of volatile or-
ganic compounds with the presence of three alcohol, three aromat-
ics, three ketones, and four hydrocarbons.

Key  words: Arecaceae;  Olfactometry;  Aeration;  Electroantennogra-
phy; Chromatographic profil.
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Introducción

El género Rhynchophorus Herbst, 1795 pertenece
a  la  familia  Curculionidae.  Tiene  diez  especies,
siete de las cuales se cuentan entre las principales
plagas para la familia Arecaceae (Wattanapongsiri
1966) como son: Rhynchophorus bilineatus (Mon-
trouzier, 1857), Rhynchophorus cruentatus (Fabri-
cius,  1775),  Rhynchophorus  distinctus Wattana-
pongsiri,  1966,  Rhynchophorus ferrugineus (Oli-
vier,  1790),  Rhynchophorus  labatus Ritsema,
1882,  Rhynchophorus  palmarum (Linnaeus,
1764),  Rhynchophorus  phoenicis (Fabricius,
1801),  Rhynchophorus ritcheri Wattanapongsiri,
1966  and  Rhynchophorus  vulneratus (Panzer,
1798). Entre estas especies, R. cruentatus, R. pal-
marum y R. ritcheri se encuentran en América del
Norte  (Estados Unidos),  América Central,  desde
México hasta Panamá, y América del Sur, en paí-
ses como Colombia,  Brasil,  Ecuador, Perú y las
Antillas del  Sur (Giblin-Davis  et al. 2013).   En
América Central, el picudo rojo de las palmas, R.
ferrugineus, se encuentra presente en las antillas
de Aruba y Curazao (Fiaboe et al. 2012), y es con-
siderado como una plaga cuarentenaria A1 en Bra-
sil (MAPA 2018). 

En Brasil, el picudo suramericano de la palma,
R.  palmarum,  se  considera  el  principal  insecto
plaga presente en agroecosistemas y bosques nati-
vos, infestando palmeras de la familia Arecaceae
y especies de gran importancia comercial.  Es la
plaga  principal  en  plantaciones  de  coco  (Cocos
nucifera L.) y palma (Elaeis guineensis Jacq) en
América del Sur. También causan daños conside-
rables en especies de otros cultivos como la caña
de azúcar (Saccharum officinarum L.), el plátano
(Musa paradisiaca L), la papaya (Carica papaya
L.), la piña (Ananas comosus L.) y otras plantas
cultivadas (Wattanapongsiri 1966).

El aumento en las  poblaciones de  R. palma-
rum se ve favorecido por el hábito críptico de las
larvas, que se alimentan en el interior del tronco
de la palma donde encuentran protección frente a
posibles enemigos naturales.  Rhynchophorus pal-
marum es el vector responsable de la transmisión
del nematodo Bursaphelenchus cocophilus (Cobb,
1919), agente causante de la enfermedad denomi-
nada  anillo  rojo,  determinando  un  complejo
picudo-nematodo que causa grandes daños en pal-
mas de Latinoamérica (Ferreira 2002).

Para el control de  R. palmarum se ha utili-
zado  una  combinación  de  métodos  de  control

como  el  uso  de  los  hongos  entomopatógenos
Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin (Asco-
mycota:  Hypocreales)  y  Metarhizium anisopliae
(Metchnikoff)  Sorokin  (Sordariomycetes:  Hypo-
creales) (Ferreira 2002, León et al. 2019), o el uso
de la feromona de agregación rincoforol® combi-
nada con pedazos de caña de azúcar (Moura et al.
1990, Ferreira 2002, Duarte et al. 2003, Cysne et
al. 2013). También Ferreira et al. (2002) emplea-
ron trampas cebadas con la combinación de caña
de  azúcar  y  la  feromona  de  agregación
rincoforol®, observando el aumento en la atrac-
ción de machos y hembras de R. palmarum, lo que
indicó  la  sinergia  entre  estas  fuentes  atractivas
para  la  captura  del  insecto.  Entre  otras  fuentes
atractivas para  R. palmarum se encuentra el uso
de cebos de piña, plátano y coco verde (C. nuci-
fera) (Landero-Torres et al. 2015). Murguía-Gon-
zález et al. (2018) observaron también la eficien-
cia  del  uso  de  mezcla  de  cebos  como  plátano,
piña, caña de azúcar y melaza de caña de azúcar
en la captura de R. palmarum. 

Para el  caso específico de  R. ferrugineus,  el
monitoreo y captura masiva de adultos se ha reali-
zado con éxito mediante el uso de la feromona de
agregación  ferrugineol® en  combinación  con  el
uso de cairomonas de palmas de  Phoenix cana-
riensis Hort. Ex Chabaud, como el acetato de etilo
(Rochat et al. 2017).  De acuerdo con Vacas et al.
(2017), las trampas con feromonas y cairomonas
(acetato de etilo/etanol 1:3) capturan más insectos
que el uso de la feromona ferruginol® en solitario
y se consideró ineficiente la mezcla sintética de
feromona  con  material  vegetal  y  melaza  para
atraer adultos de R. ferrugineus. 

Entre las estrategias de control de insectos, el
uso  de  feromonas  de  agregación  asociadas  con
compuestos orgánicos volátiles (COVs) de plantas
hospedantes, combinados con medidas de control
biológico como el empleo de parasitoides, depre-
dadores y patógenos, pueden regular la población
de  plagas  importantes  en  el  campo.  Los  COVs
generalmente comprenden moléculas de menos de
20 átomos de carbono, ya que son moléculas de
bajo peso molecular, y se liberan fácilmente a la
atmósfera  o al  suelo,  propagándose rápidamente
por el movimiento de la solución acuosa y el flujo
de agua en el suelo (Wheatley et al. 2002, Duda-
reva et al. 2006). Son compuestos que pertenecen
a diferentes clases químicas, como hidrocarburos
simples,  aldehídos,  cetonas,  alcoholes,  fenoles y
sus derivados, incluidos los derivados de benceno
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y ciclohexano (Campos et al. 2010, Morath et al.
2012), pueden ser letales para otros microorganis-
mos patógenos (Strobel 2007, Bojke et al. 2018).
Los hongos producen compuestos volátiles a tra-
vés de sus vías metabólicas y aparecen como pro-
ductos intermedios y finales del metabolismo pri-
mario y secundario (Muller et al. 2013). 

Los  hongos  entomopatógenos,  como  B.  bas-
siana y M. anisopliae, son ampliamente utilizados
en estas estrategias de control. Son microorganis-
mos que pueden inducir una enfermedad especí-
fica, infectar insectos en varios nichos, causar epi-
zootias  y  también,  durante  el  proceso  de  infec-
ción,  producen  compuestos  orgánicos  volátiles
que resultan  prometedores  para  el  biocontrol  de
plagas. Estos compuestos presentan características
antifúngicas,  insecticidas,  atractivas,  nematicidas
y repelentes de artrópodos (Xu  et al. 2015, Gua-
rino et al. 2015, Stenberg et al. 2015, Kandasamy
et al. 2016, Werner  et al. 2016). La mayoría de
estos  hongos  viven  en  simbiosis  en  el  suelo,
siendo responsables de aproximadamente el 80%
de  las  enfermedades  causadas  en  insectos.  Esta
clase de hongos tiene una peculiaridad sobre los
demás,  ya que no necesitan ser ingeridos por el
huésped (Fernandes et al. 2011). Según Dudareva
et al. (2006) los COVs de hongos entomopatóge-
nos, cuando se asocian con partículas del suelo,
pueden actuar además en el control de fitonemato-
dos de importancia agrícola. Sin embargo, la apli-
cación en la forma esporulada de B. bassiana en
cultivos  agrícolas  ha  causado  repelencia  en  el
parasitoide Anthocoris nemorum (L., 1761) (Hete-
roptera: Anthocoridae) (Meyling & Pell 2006). De
esta forma, los parasitoides tienen una selectivi-
dad olfativa en la evaluación de señales químicas
de cara a la búsqueda de alimentos y lugares para
la  oviposición,  relacionados  con  el  riesgo  de
depredación tanto de los imagos (Grostal & Dicke
2000, Venzon  et al. 2000) como de su progenie
(Nakashima  & Senoo  2003;  Eitam & Blaustein
2004). 

La selección del  hábitat  de oviposición tiene
una gran influencia en la supervivencia de la des-
cendencia y, por lo tanto, en el éxito de la repro-
ducción  (Doumbia  et  al. 1998).  Otros  hongos
entomopatógenos han provocado similar actividad
de repelencia. Rännback et al. (2015) observaron
esta  actitud  en  la  avispa  Trybliographa  rapae
(Westw.) (Hymenoptera: Figitidae), un parasitoide
larval  de  la  mosca  de  la  raíz  del  repollo  Delia
radicum (L.) (Diptera: Anthomyiidae), ante hospe-

dadores infectados por hongos. Las hembras de T.
rapae pusieron más huevos en larvas sanas que en
larvas infectadas con el hongo Metarhizium brun-
neum Petch sp. KVL 04-57. 

Myles (2002) aisló el hongo entomopatógeno
M. anisopliae, que parasita a la termita subterrá-
nea oriental  Reticulitermes flavipes (Kollar,1837)
(Isoptera:  Rhinotermitidae),  y  observó  que  los
individuos  no infectados  exhibían una combina-
ción de comportamiento de alarma, agregación y
reacciones de  defensa contra  individuos  infecta-
dos con M. anisopliae. Estas observaciones sugi-
rieron que puede ser necesario evitar las actitudes
de defensa de los insectos para mejorar el control
biológico  de  estas  termitas  con  M.  anisopliae.
Este comportamiento defensivo se puede eludir de
varias maneras, como enmascarar la repelencia de
M. anisopliae, superar la repelencia con atraccio-
nes, reducir los niveles de dosificación por debajo
de los límites de alarma, o en la selección de aisla-
dos  o  formulaciones  menos  detectables  por  el
insecto.

El presente trabajo pretende profundizar en el
estudio de alternativas de manejo para el control
de picudos en palmeras, en particular la influencia
sobre R. palmarum de compuestos orgánicos volá-
tiles derivados de hongos entomopatógenos. Los
objetivos  del  trabajo  fueron:  a)  estudiar  la  res-
puesta comportamental, mediante olfatómetro, de
R.  palmarum frente  a  los  extractos  volátiles  de
hongos entonomopatogénos nativos de alta viru-
lencia aislados en Brasil; b) analizar la respuesta
antenal  (electroantenografía,  sola  y  acoplada  a
cromatografía)  de  R.  palmarum frente  a  COVs
procedentes  de  hongos  entomopatógenos;  y  c)
caracterizar el perfil cromatográfico de los extrac-
tos volátiles de hongos entomopatógenos nativos.

Material y métodos

Captura de insectos y obtención de hongos
entomopatógenos nativos

Se recogieron ejemplares de R. palmarum y mues-
tras de hongos entomopatógenos (HEs) de la ha-
cienda San José (10°08'30.5"S, 36°12'00.7" W) en
la localidad de Areas, municipio de Coruripe (Es-
tado de Alagoas, Brasil) (Fig. 1), área de gran pro-
ducción de cultivos de coco de la región. Para la
captura de insectos se utilizaron trampas fabrica-
das por los autores, compuestas por un balde plás-
tico de 3 l con una tapa perforada en el centro para
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encajar un embudo plástico de 15 cm de diámetro.
Las paredes laterales de la trampa tenían orificios
de 2 mm de diámetro que permitían el drenaje del
exceso  de  agua  de  lluvia.  Se  instalaron  veinte
trampas en las márgenes limítrofes de la zona de
estudio, a una altura de 1 metro del suelo, con es-
pacio de 100 metros entre cada trampa (Ferreira et
al. 2002). Las trampas contenían cápsulas con la
feromona rincoforol® (Interacta Ltda, Brazil) y se
les agregaron también pedazos de caña de azúcar,
de 10 cm de largo, cambiados cada semana para
evitar  fermentación.  Las  colectas  se  llevaron  a
cabo semanalmente durante el periodo de estudio,
que fue desde 1 de agosto de 2018 a 31 de diciem-
bre de 2019. Los adultos de picudos capturados se
colocaron en contenedores de plástico y se trans-
portaron  al  Laboratorio de Investigación  en Re-
cursos  Naturales  de  la  Universidad  Federal  de
Alagoas. En total 100 insectos (50 hembras y 50
machos) de  R. palmarum se mantuvieron indivi-
dualizados en potes de plástico estériles de 14 cm
diámetro y 9,4 cm de altura, con suministro de ali-
mento a base de trozos de caña de azúcar, y se
mantuvieron en incubación por aproximadamente
20 días, a una temperatura de 25 ± 2 ºC para anali-
zar el crecimiento de hongos. Los insectos parasi-
tados con hongos entomopatógenos se separaron y
se cultivaron en medio a base de Papa Dextrosa
Agar  (PDA).  Igualmente,  los  insectos recolecta-
dos  muertos  y  parasitados  en  el  campo  fueron
analizados a lo largo de 10 días para ver si presen-
taban crecimiento micelial,  en cuyo caso fueron
esterilizados y aislados en medio PDA. Los hon-
gos entomopatógenos fueron identificados por la
técnica de microcultivo y separados en dos grupos

Figura  1. Localización  geográfica  del  municipio  de  Coruripe
(Alagoas, Brasil). Coordenadas del área de estudio: 10°08'30.5"S,
36º12'00.7"O .

Figure 1. Geographical location of the municipality of Coruripe
(Alagoas,  Brazil).  Coordinates  of  the  study  area:  10°08'30.5"S,
36º12'00.7"W.

descritos como CVAD01 y CVAD02, de acuerdo
con el protocolo descrito por Alves et al. (1998) y
las  claves  morfológicas  de hongos  de De Hoog
(1972),  Fernandes  et  al. (2011),  Rehner  et  al.
(2011) y Kepler et al. (2017). Después de la puri-
ficación, todos los aislamientos se mantuvieron en
DBO y se incubaron a 25 ± 1 ºC en un fotoperío-
do de 12 horas para los bioensayos.

Extracción  de  los  compuestos  orgánicos
volátiles  de  hongos  entomopatógenos
nativos en medio PDA

Los hongos entomopatógenos nativos, denomina-
dos tratamiento CVAD01 y CVAD02,  utilizados
para  recolectar  COVs,  tuvieron  quince  días  de
crecimiento  en  medio  PDA.  La  captura  de  los
COVs se realizó utilizando el adsorbente Porapak
Q (USA, Estados  Unidos)  con una malla  50/80
(Supelco Inc. Bellefonte, PA 16823 Estados Uni-
dos).  Las  extracciones  se  realizaron  de  acuerdo
con la metodología descrita por Toll et al. (2006),
técnica adaptada para aireación de hongos ento-
mopatógenos  llamada  "capilla  biológica",  regis-
trada en la Institución Nacional de Propiedad Inte-
lectual (INPI, Brazil, patente BR1020190125659).
El aire filtrado con carbón activo se inyectó a tra-
vés de un compresor con un flujo de entrada de
500 ml min-1, mientras otra bomba aspiraba el aire
a través de la trampa adsorbente a un caudal de
400 ml min-1. Todas las conexiones del sistema de
aireación se realizaron con tubos flexibles de poli-
tetrafluoroetileno (PTFE), creando un sistema de
presión positiva, como lo describen Moraes et al.
(2008). Las extracciones se realizaron durante 24
horas, con tres repeticiones por tratamiento. Tam-
bién  se  realizó  extracción  de  COVs a  partir  de
cuatro testigos (el mismo medio de cultivo usado
anteriormente, pero desprovisto de siembra de los
hongos  estudiados),  para  comprobar  la  eventual
actividad sobre el insecto de emisiones volátiles
procedentes del medio de cultivo. Al final de las
aireaciones,  la  desorción  de  los  compuestos  se
realizó  utilizando 500 μL de hexano bidestiladoL de hexano bidestilado
HPLC (SigmaAldrich, San Luis, Missouri, USA).
Los extractos obtenidos se colocaron en viales (vi-
drio de borosilicato, 2 ml) y se almacenaron en un
congelador a -20 ºC.

Bioensayo comportamental

La respuesta comportamental de los adultos de R.
palmarum a los compuestos volátiles presentes en
los HEs nativos se evaluó en bioensayos utilizan-
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do un olfatómetro “Y”. Este modelo de olfatóme-
tro bidireccional  es  similar  al  utilizado en otras
pruebas olfativas para el orden Coleoptera (Ruiz-
Montiel  et  al. 2003,  Lopez-Llorca  et  al. 2017).
Cada brazo del tubo de vidrio posee 30 cm de lon-
gitud  con  5  cm de  diámetro,  estando  separados
por un ángulo de 75º, operando con un flujo de
aire continuo de 200 ml min-1 previamente humi-
dificado  y  filtrado  con  carbón  activado  (Ruiz-
Montiel et al. 2003). 

Fueron realizados dos bioensayos distintos: el
primero a partir de extractos hexánicos obtenidos
de cultivos fúngicos de HEs aislados procedentes
de  ejemplares  de  R.  palmarum infectados;  el
segundo, utilizando directamente placas de PDA
inoculadas con esporas de los hongos entomopa-
tógenos de interés. Estos aislados puros se obtu-
vieron raspando los HEs de la placa matriz e ino-
culándolos otra vez en nuevas placas con medio
PDA, con tiempo total de incubación de 15 días.
Las  fuentes  de  olores  utilizadas  para  testar  los
extractos hexánicos fueron un pedazo de papel de
filtro (2x2 cm, Whatman Nº 1) impregnado con
10 µL del extracto hexánico, así como con hexano
en la misma concentración (que actuó como con-
trol).  Los  tratamientos  y  bioensayos  analizados
fueron:

i. Respuestas  de  los  machos  al  extracto  de
CVAD01 versus control.

ii. Respuestas  de  las  hembras  al  extracto  de
CVAD01 versus control

iii. Respuestas  de  los  machos  al  extracto  de
CVAD02 versus control

iv. Respuestas  de  las  hembras  al  extracto
CVAD02 versus control

v. Respuestas de los machos a cultivos en PDA
de CVAD01 versus control

vi. respuestas de las hembras a cultivos en PDA
de CVAD01 versus control

vii. Respuestas de los machos a cultivos en PDA
de CVD02 versus control

viii.Respuesta de las hembras a cultivos en PDA
de CVD02 versus control.

La respuesta se registró por un tiempo de 10
minutos,  considerándose  finalizada  cuando  el
insecto  caminó  contra  el  flujo  de  aire  filtrado
hasta el final del brazo del olfatómetro que conte-
nía la fuente de olor testada o bien hacia el brazo
que  contenía  el  control.  Ambos  bioensayos  de
olfatometría “Y” se realizaron de las 8:00 a.m. a
la 1:00 p.m. en una habitación mantenida a 28 ± 2

ºC y 75 ± 5% de humedad relativa. Se emplearon
20 insectos distintos de cada sexo por tratamiento
cada día.

Bioensayo electrofisiológico

Las respuestas de las antenas de  R. palmarum a
los extractos obtenidos en este trabajo fueron ana-
lizadas mediante electroantenografía (EAG) y me-
diante cromatografía acoplada a electroantenogra-
fía (CG-EAG). Los especímenes de R. palmarum
fueron  anestesiados  a  baja  temperatura  (-10 ºC)
por un minuto y, en seguida, una antena fue corta-
da cuidadosamente por su base. Las antenas se fi-
jaron en electrodos de plata provistos de gel con-
ductor (Spectra 360. Parker Laboratories Inc., He-
llendoorn, Holanda). El flujo de aire portador de
los estímulos hacia la antena fue de 30 ml s-1. Se
realizaron dos bioensayos: el primero tuvo como
objetivo verificar la bioactividad de los extractos
en la antena del insecto, realizando mediciones de
EAG directas sobre antenas de machos y hembras
de R. palmarum sometidas a pulsos de aire filtra-
do de muestras de extractos hexánicos de los hon-
gos entomopatógenos estudiados (en adelante  se
denominará  este  bioensayo  “respuesta  EAG”).
Como control se utilizaron pulsos de aire con he-
xano. La preparación de los aromas a testar se rea-
lizó añadiendo 10 µl de las muestras analizadas en
un papel de filtro (Whatman Nº 1, 1,0 cm por 1,0
cm), el cual se insertó en una pipeta de vidrio Pas-
teur. Esta pipeta se conectó al sistema generador
de impulsos (controlador de estímulo, tipo CS-55,
Syntech, Hilversum, Países Bajos); el impulso se
mantuvo durante 0,3 s y sobre cada antena se apli-
caron sucesivamente 3 estímulos de cada aroma
testado. Se emplearon cinco antenas de cada sexo
procedentes de insectos distintos.

Para  analizar  la  respuesta  CG-EAG  se
inyectó una alícuota de 4 µl de las muestras en un
cromatógrafo  de  gases  (Shimadzu,  GC-2010,
Kyoto, Japan) acoplado a detector de ionización
de llama (FID) (Shimadzu QP-2010), operado en
el  modo  "splitless"  y  provisto  de  una  columna
capilar RTX-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 μL de hexano bidestiladom). Las
condiciones de análisis fueron las siguientes: tem-
peratura del detector FID, 280 ºC; rampa de tem-
peraturas del CG comenzando a 40 ºC durante 7
minutos,  seguido  de  un  gradiente  de  calenta-
miento de 4 ºC min-1 hasta alcanzar 150 ºC, que se
mantuvo  durante  20  minutos.  La  duración  total
del programa fue de 41 minutos. Se utilizó nitró-
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geno como gas portador con un caudal de 1  l min-1.
Las  respuestas  de  las  antenas  se  registraron
mediante  un  amplificador  de  alta  impedancia
(IDAC4, Syntech 2004, Hilversum, Países Bajos).
Las  salidas  del  amplificador  EAG y  el  FID  se
monitorearon  simultáneamente  y  se  analizaron
utilizando el software Data Aquisicion System for
Spike  Analysis  (AutoSpike  3.10,  versión  2018).
Se consideró que los compuestos que eluían del
cromatógrafo eran activos si producían actividad
electroantenográfica similar en varias señales CG-
EAG. Se realizaron al  menos cinco repeticiones
de cada muestra analizada.

Análisis por cromatografía

Los  extractos  obtenidos  en  este  trabajo  fueron
analizados por Cromatografía de Gases acoplada
al Detector por Ionización de Llama (CG-FID) y
Espectrometría de Masas (CG-EM). Para realizar
los análisis cromatográficos, los extractos obteni-
dos en las aireaciones se sacaron del congelador y
se mantuvieron a temperatura ambiente por un pe-
ríodo de aproximadamente 5 minutos. Luego, se
introdujo una alícuota de 1 μL de hexano bidestiladoL de cada extracto en
el cromatógrafo de gases acoplado al Detector de
Ionización de Llama (FID) (Shimadzu QP-2010)
con una columna Nist-05 (30 m x 0,25 mm x 0,25
μL de hexano bidestiladom). Las condiciones para el análisis de CG fue-
ron:  inyector  con  temperatura  280  ºC  en  modo
Splitless (sin división de flujo),  la columna par-
tiendo a 40 ºC durante 7 minutos, seguido de un
gradiente de 4 ºC min-1 hasta llegar a 150 ºC, que
se mantuvo durante 20 minutos, con un tiempo de
ejecución total de 41 minutos, siendo el gas porta-
dor nitrógeno. Los espectros de masas se obtuvie-
ron con el CG-EM operando en modo de ioniza-
ción  por  impacto de  electrones a  70 eV,  con el
mismo modo de operación que el CG-FID, y te-
niendo helio como gas portador. 

Los  compuestos  se  identificaron comparando
sus tiempos de retención (RT),  y sus índices de
retención  lineal  (LRI)  se  determinaron  relativa-
mente  y  se  calcularon  inyectando  una  solución
estándar saturada de n-alcano (C7-C30) a 1000 μL de hexano bidestiladog
ml-1 en  hexano  de  grado  HPLC  (Supelco,  Bél-
gica), siguiendo la definición de Van Den Dool &
Kratz (1963). Los espectros de masas se compara-
ron por similitud con los de las bibliotecas del dis-
positivo (Nist National Institute of Standards and
Technology) y con los disponibles en referencias
bibliográficas (El-Sayed 2019).

Análisis estadístico

Las respuestas de los adultos de  R. palmarum a
los  bioensayos  olfatométricos  se  analizaron  me-
diante  la  prueba  de  Chi-cuadrado.  Los  insectos
que no eligieron ninguno de los brazos que conte-
nían los aromas testados fueron excluidos del aná-
lisis estadístico. Con el fin de dilucidar diferencias
significativas  en  las  respuestas  máximas  elec-
troantenográficas de las antenas de  R. palmarum
frente a los extractos de hongos entomopatógenos
(respuesta  EAG),  la  intensidad  de  los  impulsos
electroantenográficos detectados se sometió a aná-
lisis de varianza (ANOVA), con las medias com-
paradas por la prueba de Tukey, con una probabi-
lidad del 5%. Para los análisis estadísticos se usó
el programa SISVAR versión 5.6 (Ferreira 2014).

Resultados

Bioensayo comportamental

En el primer bioensayo en olfatometría “Y”, en el
que se analizó el comportamiento de R. palmarum
frente  a  extractos  hexánicos  de  CVAD01  (Fig.
2A), no hubo diferencias de respuesta significati-
vas entre el extracto y el control (hexano) ni en
hembras (p= 0,53; χ2= 0,41; gl= 1) ni en machos
(p= 0,34; χ2= 0,91; gl= 1). En relación con el ex-
tracto CVAD02 (Fig. 2B), los machos de  R. pal-
marum mostraron  atracción  significativamente
mayor hacia el extracto que hacia el control (gl=
1; p= 0,04; χ2= 3,95); en contraste, las hembras no
respondieron significativamente frente al extracto
(gl= 1; p = 0,19; χ2= 1,62). 

En el segundo bioensayo (Fig. 2C), cuando se
expusieron machos y hembras de  R. palmarum a
placas de PDA con cultivos de CVAD01  versus
control, el 67,5% de los machos mostraron prefe-
rencia por el control (p= 0,01; χ2= 5,52; gl= 1); en
cambio las hembras no mostraron diferencias de
preferencia significativas (p = 0,53; χ2= 0,41; gl =
1).  Para  el  hongo CVAD02 cultivado  en  medio
PDA no se observó respuesta significativa de  R.
palmarum por  parte  de  las  hembras  (p=0,13;
χ2=0,12; gl=1) ni de los machos (p=0,72; χ2=0,12;
gl=1) (Fig.2D).

Bioensayo eletrofisiológico 

Las respuestas de EAG de R. palmarum frente
a los extractos hexánicos de los dos hongos ento-
mopatógenos testados resultaron significativas
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Figura  2. Respuesta  porcentual  de  R.  palmarum al  extracto
procedente del hongos entomopatógenos. A:  CVAD01 (Hembras:
p=  0,53;  χ2=  0,41;  Machos:  p=  0,34;  χ2=  0,91);  B: CVAD02
(Hembras:  p= 0,19;  χ2= 1,62;  Machos:  p= 0,04;  χ2= 3,95);  C:
CVAD01 en  medio  PDA,  y  frente  al  control  (medio  PDA sin
inocular, “MC”)(Hembras: p=0,53; χ2=0,41; Machos: p= 0,01; χ2=
5,52);  D:  CVAD02 en medio  PDA, y frente  al  control  (medio
PDA  sin  inocular.  “MC”)  (Hembras:  gl=1;  p=0,13;  χ2=0,12;
Machos: p=0,72; χ2=0,12). Para todos los ensayos n=20; gl=1. El
asterisco indica diferencia significativa entre tratamientos, para el
sexo indicado.

Figure 2: Response rate of R. palmarum to the entomopathogenic
fungal extracts. A: CVAD01 (Females:  p= 0,53; χ2= 0,41; Males:
p= 0,34;  χ2= 0,91);  B: CVAD02 (Females:  p=  0,19;  χ2= 1,62;
Males: p= 0,04; χ2= 3,95); C: CVAD01 grown in PDA media, and
that  to  the  control  treatment  (PDA media  without  inoculum,
“MC”)(Females: p=0,53; χ2=0,41; Males: p= 0,01; χ2= 5,52);  D:
CVAD02 grown in PDA media, and that to the control treatment
(PDA media  without  inoculum,  “MC”)(Females:  gl=1;  p=0,13;
χ2=0,12; Males: p=0,72; χ2=0,12).  For all  tests n=20; fd=1. For
each  sex,  an  asterisk  indicates  significant  difference  between
treatments.

a los extractos hexánicos de los dos hongos ento-
mopatógenos  testados  resultaron  significativas
comparadas con la provocada por el hexano (con-
trol), tanto en hembras, CVAD01 (1,89±0,79 mV)
y CVAD02 (1,83±0,84 mV), (Fig. 3A), como en
machos,  CVAD01  (0,68±0,88  mV)  y  CVAD02
(0,69±0,88 mV) (Fig. 3B). 

La figura 4 muestran las señales de CG-EAG
representativas,  donde  se  resaltan  los  picos  de
EAG que  se  repitieron  en  el  mismo tiempo  de
retención en las 5 señales de CG-EAG analizadas
en cada, para extractos de los hongos estudiados.
Los  resultados  sugirieren  la  existencia  de  res-
puesta antenal, para machos y hembras, frente a
tres componentes del extracto de CVAD01 (tiem-
pos  de  retención  en  minutos:  16,83;  24,48  y
35,33) y frente a cuatro componentes del extracto
de  CVAD02  (tiempos  de  retención  en  minutos:
16,83; 18,66; 24,48 y 35,33).

Análisis por cromatografía 

Los  análisis  cromatográficos  obtenidos  de  las
muestras  de  los  extractos  CVAD01  y  CVAD02
permitieron  identificar  los  mismos  compuestos.
Los  compuestos  identificados,  cada  uno  con  su
respectivo tiempo de retención (TR), índice de re-
tención linear (IRL), tipo funcional y fórmula mo-
lecular se enumeran en la tabla (1). Se identifica-
ron dos alcoholes, tres hidrocarburos aromáticos,
dos monoterpenos, tres cetonas y tres hidrocarbu-
ros lineales.

Discusión

En el presente trabajo, la técnica de aireación rea-
lizada en la "capilla  biológica" ha mostrado efi-
ciencia para la captura de COVs de hongos ento-
mopatógenos.  De  acuerdo  con  Ormond  et  al.
(2011),  los  insectos  de  los  órdenes  Coleoptera,
Isoptera, Hemiptera y Orthoptera, al detectar los
COVs de los hongos entomopatógenos del orden
Hypocreales,  cambian  su  comportamiento  para
evitar que los parasiten. Los resultados obtenidos
en olfatómetro “Y” sugieren que los COVs libera-
dos por cultivos PDA de CVAD01 podrían tener
actividad repelente para machos de R. palmarum;
el cultivo CVAD02 no pareció actuar en el mismo
sentido, incluso hubo una selección significativa
de los machos por el ramal del olfatómetro que
contenía extractos hexánicos de este hongo. Res
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Figura 3. Respuesta de EAG (medias±error estándar) de las antenas de R. palmarum frente a extractos de los hongos entomopatógenos y al
hexano (control). A: Hembras, CVAD01 (1,89±0,79 mV), CVAD02 (1,83±0,84 mV) y control (1,02±0,49 mV) (n=5), prueba de Tukey (gl=
2; p<0,01; CV%= 15,27); B:  Machos, CVAD01 (0,68±0,88 mV), CVAD02 (0,69±0,88 mV) y control (0,25±0,38 mV), prueba de Tukey (gl=
2; p< 0,01; CV%= 12,99; Datos transformados por √x). Letras distintas indican diferencias significativas. Para ambos sexos n=5.

Figure 3. Electroantennographic (EAG) response (mean±standard error) of R. palmarum to extracts of entomopathogenic fungi and hexane
(control). A: Females, CVAD01 (1,89±0,79 mV), CVAD02 (1,83±0,84 mV) and control (1,02±0,49 mV) (n=5), Tukey's test (df= 2; p<0,01;
CV%= 15,27); B:  Males, CVAD01 (0,68±0,88 mV), CVAD02 (0,69±0,88 mV) and control (0,25±0,38 mV), Tukey's test (df= 2; p< 0,01;
CV%= 12,99; Data transformed into √x). Different letters represent significant difference. For both sexes n=5.

Figura 4. Respuesta electroantenográfica (GC-EAG) representativa para machos y hembras de R. palmarum expuestos a extractos de hongos
entomopatógenos nativos (n=5). A-C: CVAD01, tiempos de retención (minutos) de los componentes antenalmente activos: 16,83 (A), 24,48
(B) y 35,33 (C); D-F: CVAD02, tiempos de retención: 16,83 y 18,66 (D), 24,48 (E) y 35,33 (F).

Figure 4. Representative  GC-EAG response  from males and females of  R. palmarum to  native  entomopathogen extracts  (n=5).  A-C:
CVAD01, retention times (minutes) of active components: 16,83 (A), 24,48 (B) y 35,33 (C). D-F: CVAD02, retention times: 16,83 and 18,66
(D), 24,48 (E) and 35,33 (F).
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Nº TRMIN Componente IRLC Tipo funcional Fórmula Molecular

1 10,72 1,3 Dimetil benzeno 870 Hidrocarburo aromático C8H10

2 11,87 1,2 Dimetil benzeno 891 Hidrocarburo aromático C8H10

3 14,95 2-Octen-4-ol 953 Alcohol C8H16O

4 15,65 2-metiloctan-3-ona 968 cetona C9H18O

5 15,67 2,5-Octanediona 968 cetona C8H14O2

6 16,62 3-Isopropil-5-metil-hexan-2-ona 988 cetona C10H20O

7 16,78 Mirceno 991 Monoterpeno C10H16

8 18,42 Limoneno 1028 Monoterpeno C10H16

9 18,50 2-Etil-1-hexanol 1030 Alcohol C8H18O

10 24,67 Naftaleno 1180 Hidrocarburo aromático C10H8

11 32,49 Tetradecano 1400 Hidrocarburo lineal C14H30

12 35,46 Pentadecano 1499 Hidrocarburo  lineal C15H32

13 37,03 Hexadecano 1600 Hidrocarburo lineal C16H34

Tabla 1. Compuestos orgánicos volátiles comunes a los extractos de los dos hongos entomopatógenos nativos, caracterizados por el método
CG-EM, y sus respectivos IRL. Biblioteca de referencia (CG-EM) - (Nist- National Institute of Standards and Technology). TR min: Tiempo de
Retención en minutos; IRLc - Índice de Retención Linear calculado a partir de una ecuación linear basada en los tiempos de retención de los
compuestos  identificados  en  relación  con  una  serie  homóloga  de  n-alcanos  (C7-C30/C13)  (Sigma-Aldrich,  San  Luis,  Missouri,  USA)
inyectados en las mismas condiciones que las muestras.

Table 1. Volatile organic compounds from extracts of both native entomopathogenic fungi, characterized by the CG-EM method, and their
respective calculated IRL. Reference library (CG-EM) - (Nist-  National Institute of Standards and Technology).  TRmin:  Retention time,
minutes; IRLc - Linear Retention Index, calculated from a Linear equation based on the retention times of the components identified in
relation to a homologous series of n-alkanes (C7-C30/C13) (SigmaAldrich, San Luis, Missouri, USA) injected into the same conditions than the
samples.

puestas de repelencia de R. ferrugineus (Coleote-
ra: Curculionidae) fueron observadas en pruebas
de olfatometría donde se utilizaron hongos ento-
mopatógenos en esporulación versus control (Lo-
pez-Llorca  et  al. 2017).  Meyling & Pell  (2006)
observaron  el  mismo  comportamiento  repelente
causado por  B. bassiana, pero esta vez sobre in-
sectos parasitoides. Concluyeron que los machos
y las hembras de Anthocoris nemorum (L., 1760)
(Heteroptera: Anthocoridae) evitaban el contacto
con las superficies de las hojas inoculadas con B.
bassiana. Este tipo de comportamiento evidencia
que los artrópodos, especialmente los parasitoides,
que buscan alimentos y lugares para la  oviposi-
ción, evalúan su entorno mediante signos quími-
cos relacionados con el riesgo de depredación, ya
sea para sí mismos (Grostal & Dicke 2000, Ven-
zon  et al. 2000) o sus descendientes (Nakashima
& Senoo 2003, Eitam & Blaustein 2004). Lopes
et al. (2014) analizaron la combinación del hongo
B. bassiana y feromona en bioensayos de olfato-
metría en “Y”, mediante una formulación granular
en capsulas gelatinosas como estrategia de atrac-
ción y muerte contra el picudo del plátano  Cos-
mopolites  sordidus (Germar,  1824) (Coleoptera:
Curculionidae). Concluyeron que el sistema atra-
yente  capsular  estudiado  garantizó  la  integridad
tanto del componente feromonal como de las es-

poras, sin causar repelencia de  B. bassiana hacia
C.  sordidus.  El  desarrollo  de  una  formulación
atrayente  considerada  aceptable  para  el  insecto
diana, con una concentración adecuada del agente
entomopatógeno, puede ser la clave para aumentar
la eficiencia del agente de control y, además, mi-
nimizar un eventual efecto de repelencia no bene-
ficioso en las poblaciones de enemigos naturales.

Triana et al. (2020) proponen realizar bioensa-
yos electroantenográficos acoplado a cromatogra-
fía (CG-EAG) para analizar la respuesta antenal
de los insectos frente a mezclas de aromas, ya que
la antena del insecto responde de forma gradual y
dinámica a las moléculas bioactivas presente en el
extracto analizado. También  Vickers et al. (2001)
y Riffell et al. (2008),  describen que la respuesta
de la antena en relación con las plumas de olores
se  puede  visualizar  con  la  técnica  de  la  elec-
troantenografía  (EAG),  ya  que  la  antena  del
insecto responde gradual  y dinámicamente a  las
moléculas bioactivas presentes en el extracto ana-
lizado. Basado en esas premisas, para este trabajo
el bioensayo de CG-EAG mostró la existencia de
varios componentes antenalmente activos para R.
palmarum en los extractos hexánicos de los dos
hongos  entomopatógenos  nativos  testados;  las
propias pruebas de EAG revelaron respuestas de
baja  intensidad,  pero  significativas,  comparadas
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con el control, frente a COVs de extractos hexáni-
cos de los dos HEs nativos identificados estudia-
dos. La eficiencia de la respuesta de los insectos
está  intrínsecamente  correlacionada  con  las
estructuras sensoriales en las antenas (denomina-
das sensilas). En R. palmarum las sensilas se dis-
tribuyen  en  una  organización  funcional  de
mosaico a lo largo de la estructura de la antena
(Said et al. 2003). Los insectos utilizan los pena-
chos de olores para la localización de sitios ade-
cuados de alimentación u oviposición, para buscar
huéspedes,  aparearse  y  escapar  depredadores
(Fleischer  et  al. 2017,  Antony  et  al. 2018).  Da
Silva et al. (2019) describieron que las estructuras
olfativas sensilares son importantes para la detec-
ción de moléculas de olores. Al entrar en los poros
de la pared cuticular del sensila olfatoria, se trans-
portan a la linfa sensilar a través de proteínas que
se unen al olor (OBPs), receptores olfativos (ORs)
hasta que llegan a las neuronas sensoriales olfati-
vas que permitirá en el reconocimiento molecular
e  indujo  una  respuesta  de  comportamiento  de
insectos. 

En relación con los análisis cromatográficos
de los extractos CVAD01 y CVAD02, fue caracte-
rizado un perfil común constituido por trece com-
puestos orgánicos volátiles, que podrían tener uso
potencial para el manejo integrado de plagas de
perforadores. En el mismo sentido, Lozano-Soria
et al. (2020) caracterizaron noventa y siete com-
puestos  orgánicos  volátiles  fúngicos  de  B.  bas-
siana (Bb1TS11),  Metarhizium  robertsii   J.F.
Bisch., Rehner & Humber (Mr4TS04) y Pochonia
chlamydosporia (Goddard)  Zare  &  W.  Gams
(Pc123);  los  compuestos  3-ciclohepten-1-ona  y
1,3-dimetoxibenceno presentaron repelencia  para
C. sordidus. Polezel (2017) identificó compuestos
orgánicos  volátiles  en  tres  hongos  filamentosos,
con potencial para varias aplicaciones, ya sea en
la  industria  farmacéutica,  para  la  producción  de
antifúngicos, antimicrobianos, así como en el área
agrícola, algunas de las cuales pueden usarse para
controlar nematodos.  Oliveira  et al. (2017) tam-
bién describieron la presencia de cuarenta y cuatro
componentes volátiles producidos por Albonectria
Albonectria  rigidiuscula (Berkeley  &  Broome)
Rossmann & Samuels obtenidos por microextrac-
ción  en fase sólida (SPME).  La  mayoría  de  los
componentes identificados pertenecieron a las cla-
ses de sesquiterpenos, monoterpenos, otros hidro-
carburos  lineales,  alcoholes  aldehídos,  cetonas,
ésteres y compuestos aromáticos. Según Silva  et

al. (2019),  entre  las  funciones  ecológicas  que
desempeñan  los  microorganismos,  se  destaca  la
capacidad  de  inhibir  el  crecimiento  de  agentes
fitopatógenos, ejerciendo la función de biocontro-
ladores de enfermedades al actuar como antago-
nistas a través de diversos mecanismos, entre ellos
la producción de compuestos orgánicos volátiles.
La presencia de compuestos orgánicos volátiles en
hongos entomopatógenos también ha sido descrita
por Bojke et al. (2018). Al realizar un análisis por
CG-EM, encontraron que los 63 los compuestos
volátiles detectados se clasificaron en los siguien-
tes grupos: aldehídos, cetonas, alcoholes, ésteres,
ácidos, terpenos y otros. Los resultados muestran
que  los  hongos  entomopatógenos  producen  un
perfil  amplio  de  COVs y  que  estos  median  las
interacciones entre organismos dentro y a través
de  diferentes  nichos  ecológicos  (Hung  et  al.
2015). Según Holighaus & Rohlfs (2016), el estu-
dio de las  interacciones entre  insectos y hongos
puede revelar nuevos aleloquímicos de particular
beneficio para el desarrollo de estrategias innova-
doras de manejo de plagas, aunque la forma con
que la diversidad de COVs de hongos actúa sobre
el  comportamiento  de  los  insectos  es  aún  poco
conocida.

Conclusión

La extracción de compuestos orgánicos volátiles
de hongos entomopatógenos nativos mediante ai-
reación por el sistema capilla biológica es una téc-
nica sencilla de realizar, pero es necesario reali-
zarla correctamente para que se obtenga el máxi-
mo rendimiento.  Con las  extracciones y análisis
realizados se puede apreciar que es posible deter-
minar una cantidad considerable de componentes
presentes en los extractos de hongos entomopató-
genos nativos. Los bioensayos por electroanteno-
grafía evidenciaron respuestas antenales para los
extractos. Los análisis cromatográficos obtenidos
de  las  muestras  de  los  extractos  CVAD01  y
CVAD02 permitieron la caracterización de dos al-
coholes, tres hidrocarburos aromáticos, dos mono-
terpenos, tres cetonas y tres hidrocarburos linea-
les. Los resultados aquí descritos proporcionan la
caracterización de perfiles de compuestos orgáni-
cos  volátiles  para  dos  hongos  entomopatógenos
nativos que parasitan  R. palmarum,  que podrían
tener un uso potencial en el control de plagas de
insectos perforadores.  Se  necesita  continuar  con
estudios más específicos en relación con el com-
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portamiento de atracción y/o repelencia de picu-
dos de las palmeras, tanto para la elección de los
sistemas  óptimos  de  control  de  estos  insectos
como para evitar una potencial actividad repelente
tanto en los propios insectos diana como en sus
enemigos naturales.
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