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RESUMEN GENERAL
El picudo del chile (Anthonomus eugenii Cano), principal plaga del chile (Capsicum
spp.) en América, responde a los aromas de sus plantas hospederas, por lo que estos
podrian ser de utilidad como fuentes de atrayentes. En la presente investigacion se
analizaron los compuestos volatiles de las yemas florales y frutos de cinco hospederos
de A. eugenii: chile jalapefio (Capsicum annuum L.), pimiento morron (C. annuum), chile
manzano (C. pubescens Ruiz y Pav), chile chiltepe (C. frutescens L) y hierbamora
(Solanum americanum Mill.). En una segunda fase, se evalué la respuesta conductual
de los adultos de A. eugenii a mezclas de compuestos volatiles sintéticos y se
determino la efectividad de atraccion de la mejor mezcla de volatiles del hospedero en
comparacién con la feromona de agregacion de A. eugenii o combinada con ésta.
Finalmente, se estudido la dinamica de liberacion de (Z)-B-ocimeno, 2-isobutil-3-
metoxipirazina y (Z)-3-hexen-1-ol acetato en cinco tipos de emisores potenciales, y su
relacion con variables ambientales. Los compuestos se capturaron por microextraccion
en fase sélida (SPME) y se identificaron mediante cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (GC-MS). La respuesta del insecto se evalué en un
olfatbmetro tipo Y, mediante experimentos de eleccidbn por pares. Las tasas de
liberacién se determinaron a partir de andlisis en GC-MS, de los volatiles colectados por
aireacion dinamica, o mediante el método gravimétrico. Se identificaron 44 compuestos
en los cinco hospederos, 32 de ellos en las yemas florales y 37 en los frutos;
hidrocarburos y ésteres fueron los mas frecuentes y abundantes. Los ensayos de
comportamiento mostraron que una mezcla de (Z)-p-ocimeno, D-limoneno y 2-isobutil-
3-metoxipirazina atrajo a hembras (p=0.022) y machos (p=0.005) de A. eugenii. El (Z)-
3-hexenil acetato y el terpinoleno, adicionados individualmente a la combinacion
anterior, aumentaron la respuesta de hembras (p=0.011) y machos (p=0.005),
respectivamente. La sustitucion de (Z)-B-ocimeno por su estereoisémero (E)-B-ocimeno
propicio una mayor atraccion de los machos (p=0.022), en tanto que la eliminacion de
su isdomero estructural D-limoneno, no disminuyd la efectividad de atraccion de la
mezcla terciaria de compuestos sintéticos. Los machos respondieron en mayor
proporcion a la mezcla de compuestos volatiles del hospedero (p=0.041) y a su

combinacion con la feromona de agregacién de A. eugenii (p<0.0001), que a la

viii



feromona sola; en contraste, las hembras no mostraron diferencia en su eleccién. Uno
de los dispensadores evaluados, consistente en un vial de vidrio con tapa de caucho, a
la cual se le hicieron orificios, liberéd (Z)-B-ocimeno, isobutil-3-metoxipirazina y (Z)-3-
hexen-1-ol acetato en forma estable. La variacion de las tasas de liberacién de los
compuestos, en este dispositivo, dependié de la temperatura, humedad relativa y/o
tiempo de exposicion del liberador.

Palabras clave: atrayentes, Anthonomus eugenii, Capsicum, kairomonas, Solanum

americanum, tasas de liberacion.

ABSTRACT
The pepper weevil (Anthonomus eugenii Cano), a major pest of pepper (Capsicum spp.)
in America, responds to scents from its host plants, they could be useful as a source of
attractants. In this study, we analyzed the volatile compounds of flower buds and fruits
from five host plants of A. eugenii: jalapefio pepper (Capsicum annuum L.), bell pepper
(C. annuum), manzano pepper (C. pubescens Ruiz and Pav) chiltepe pepper (C.
frutescens L.) and nightshade (Solanum americanum Mill.). In a second phase, we
assessed the behavioral response of pepper weevil adults to mixtures of synthetic
volatile compounds and determined the attractiveness of the best mixture of host
volatiles versus the aggregation pheromone of A. eugenii or combined with it. Finally, we
studied the release dynamics of (Z2)-B-ocimene, 2-isobutyl-3-methoxypyrazine and (Z)-3-
hexen-1-ol acetate in five types of potential dispensers, and its relationship with
environmental variables. The compounds were collected by solid phase microextraction
(SPME) and identified by gas chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS).
Insect response was evaluated in a Y-type olfactometer by pairwise choice experiments.
The release rates were determined after GC-MS analysis of the volatiles collected from
the dispensers by headspace, or through the gravimetric method. Forty-four compounds
were identified in the five hosts, 32 of them in flower buds and 37 in fruits; hydrocarbons
and esters were the most frequent and abundant. Behavioral assays showed that a
mixture of (Z)-B-ocimene, D-limonene and 2-isobutyl-3-methoxypyrazine attracted both
females (p=0.022) and males (p=0.005) of A. eugenii. The compounds (Z)-3-hexenyl
acetate and terpinolene, added individually to the above combination, increased the



response of females (p=0.011) and males (p=0.005), respectively. Substituting (Z)-B-
ocimene by its stereoisomer (E)-B-ocimene resulted in increased attraction of males
(p=0.022), while removing its structural isomer D-limonene, did not diminish the
attractiveness of the above synthetic mixture. A greater number of males responded to
the mixture of host-volatile compounds (p=0.041) and to its combination with the
aggregation pheromone of A. eugenii (p<0.0001), than to the pheromone alone; in
contrast, females showed no difference in their choice. One of the dispensers evaluated
consisting of a glass vial with holes in its rubber cap released (Z)-p-ocimene, 2-isobutyl-
3-methoxypyrazine and (Z)-3-hexen-1-ol acetate in a stable manner. The variation in
release rates of the compounds, in this device, was dependent on temperature, relative
humidity and lifetime of the releaser.

Key words: Anthonomus eugenii, attractants, Capsicum, kairomones, release rates,

Solanum americanum.



CAPITULO 1. INTRODUCCION GENERAL
1.1. Antecedentes y justificacion

El chile (Capsicum spp.) se cultiva y consume actualmente en diversos paises de
los cinco continentes (Nuez et al., 2003). Su demanda para consumo en fresco, en seco
0 procesado, ha aumentado en los ultimos afios (SIAP, 2010). Entre las principales
limitantes para producir esta solanacea se encuentra el atague de insectos fitéfagos
asociados al cultivo. En México y otras zonas tropicales y subtropicales de América, la
plaga de mayor importancia econdémica es el picudo o barrenillo del chile (Anthonomus
eugenii Cano; Coleoptera: Curculionidae) (Abreu y Cruz, 1985; Andrews et al., 1986;
Arcos et al., 1998; Toapanta et al., 2005). Esta especie ocasiona pérdidas que varian
entre 20 y 100 % de la produccién (Cortez-Mondaca, 2008).

El manejo integrado de una plaga determinada debe considerar técnicas de
deteccion oportunas, asi como medidas de control de bajo impacto ambiental y riesgo
minimo para la salud de quienes consumen los productos agricolas (Abrol y Shankar,
2012). En el caso del picudo del chile, el monitoreo se realiza mediante muestreo visual
(Cartwright et al., 1990; Riley et al., 1992) o con el uso de trampas cebadas con una
feromona de agregacion aislada de los machos (Eller et al., 1994). El primer método es
laborioso, consume mucho tiempo y tiene baja confiabilidad (Szendrei et al., 2011), en
tanto que la efectividad atrayente de la feromona disminuye considerablemente durante
algunas etapas fenoldgicas (Eller et al., 1994). Respecto al combate del insecto, este se
basa casi exclusivamente en el uso de insecticidas, con la realizacion de hasta 15
aplicaciones por temporada de produccién (Cartwright et al., 1990).

Los compuestos volatiles del hospedero, solos o combinados con feromonas de
agregacion, han mostrado potencial en el desarrollo de atrayentes para diversas
especies de curculidnidos (Innocenzi et al., 2001; Tinzaara et al., 2007; Szendrei et al.,
2011). Addesso y McAuslane (2009) y Addesso et al. (2010) encontraron que los
adultos de A. eugenii responden a los olores que las plantas de chile jalapefio
(Capsicum annuum L.), hierbamora (Solanum americanum Mill) y berenjena (Solanum
melongena L.) liberan durante la floracion vy fructificacion. Velazquez Gonzalez (2011)
también reportd que las yemas florales y flores de chile serrano estimulan a hembras y

machos de A. eugenii. AUn no se explotan las sustancias involucradas en dicha



atraccién, en el manejo del picudo del chile. Estos compuestos podrian utilizarse para
mejorar las técnicas de monitoreo de A. eugenii o en el trampeo masivo del insecto,
representando asi una alternativa al control quimico.

1.2. Objetivos

1.2.1. Objetivo general

- Buscar kairomonas potenciales para A. eugenii en sus plantas
hospederas.

1.2.2. Objetivos particulares

- Aislar, identificar y comparar los compuestos volatiles que liberan las
yemas florales y frutos en desarrollo de cinco tipos de plantas hospederas
de A. eugenii: chile jalapefio (C. annuum), pimiento morrén (C. annuum),
chile chiltepe (C. frutescens), chile manzano (C. pubescens) e hierbamora
(Solanum americanum Mill.).

- Evaluar la efectividad de compuestos volatiles sintéticos y mezclas de los
mismos, como atrayentes de hembras y machos adultos del picudo del
chile.

- Estudiar la dindmica de liberaciobn de tres compuestos sintéticos,
atrayentes del picudo del chile, en cinco tipos de emisores, y determinar la
influencia de variables ambientales sobre las tasas de liberacion de los
mismos.

1.3. Hipotesis

Los perfiles de volatiles de las yemas florales y frutos en desarrollo de chile
(Capsicum spp.) y hierbamora (S. americanum), hospederos de A. eugenii, contienen
compuestos comunes, que intervienen en la interaccion quimica insecto-planta. Los
compuestos sintéticos correspondientes atraen a los adultos de A. eugenii, ya sea de
forma individual, en mezcla o en combinados con la feromona de agregacién que
producen los machos coespecificos. La liberacion de los compuestos atrayentes se
puede realizar mediante alguno de los emisores comunmente utilizados para

semioquimicos.



1.4. Revision de literatura
1.4.1. Cultivo de chile

El chile comenz6 a formar parte de la dieta humana desde 7000 afios A.C.
(Bosland, 1994). Se consume fresco, deshidratado, en salsas o en escabeche, y es util
como saborizante de alimentos, ingrediente farmacedutico, para la obtencién de aceites
esenciales, oleorresinas y pigmentos, e incluso en la elaboracion de cerveza (Bosland,
1996; COVECA, 2011).

Todos los tipos y formas de chile conocidas pertenecen al género Capsicum
(Solanaceae). Con excepcion de C. anomalum (Nuez et al., 2003), las especies
incluidas en esta categoria taxonémica son originarias de las zonas tropicales y
subtropicales de América (Wang y Bosland, 2006). El género esta conformado por 30
especies (Wang y Bosland, 2006). Cinco de ellas se cultivan con fines comerciales: C.
annuum L, C. frutescens L., C. chinense Jacq., C. baccatum L. y C. pubescens Ruiz y
Pavon (Bosland, 1992). La mayor parte de las variedades de chile que se cultivan a
escala comercial corresponden a C. annuum Yy, en menor proporcion, a C. frutescens
(chile tabasco) y C. chinense (chile habanero) (Bosland, 1994).

Capsicum annuum es la especie de mayor importancia econdémica a nivel mundial.
Esta incluye frutos dulces y picosos, con una variedad de formas y tamafos (Wang y
Bosland, 2006). El centro de origen y domesticacién de C. annuum se localiza en
México y Guatemala (Bosland, 1994). La mayor variedad de formas cultivadas y
silvestres de esta especie se encuentran en la Republica Mexicana, distribuidas en todo
el territorio nacional (Aguilar-Rincon et al., 2010; COVECA, 2011).

La diversidad del chile se ha descrito principalmente con base en la clasificacion
comercial. Esta comprende diferentes tipos de chile, dependiendo de la forma de los
frutos. En México existen al menos 55 tipos, entre los que destacan: ancho, serrano,
jalapefio, morrén, habanero, mirasol, pasilla, mulato, guajillo, morita, cascabel,
manzano, chiltepin y pico de paloma (Aguilar-Rincon et al., 2010; COVECA, 2011).

El chile es un cultivo econdmica, social y culturalmente muy importante en México,
pues se utiliza en la mayor parte de los platillos (Huerta de la Pefa et al., 2007).
Nuestro pais es el principal consumidor, con un promedio de 15.4 kg per céapita / afo
(SIAP, 2010) y el segundo productor mundial (después de China) de chile verde, con un



volumen de 2, 131, 740 t (FAO, 2013); esto ultimo representa aproximadamente el 7 %
de la produccion mundial. El chile se cultiva en todas las entidades federativas del pais,
desde el nivel del mar hasta una altitud de 2500 m (COVECA, 2011), en una superficie
de alrededor de 150,000 ha. La produccién nacional se concentra en su mayoria en
Chihuahua (42.0 %), Sinaloa (12.9 %), Jalisco (6.6 %) y Michoacan (6.3 %). Los tipos
de chile que aportan los mayores porcentajes a este rubro son jalapefio (31.0 %),
serrano (10.9 %), poblano (9.7 %) y morron (8.1 %). Los rendimientos varian entre 7.8 t
/ ha (en Zacatecas) y 37 t/ha (en Colima), con un promedio nacional de 14.1 t / ha
(SIAP, 2010), aunque pueden obtenerse producciones tan bajas como 0.14 t / ha, en
parcelas de temporal cultivadas con chile piquin (COVECA, 2011).

México es el principal exportador de chile verde y el sexto en ventas de chile seco
al extranjero. En el 2009 se exportaron 734, 499 t; 98.3 % de este volumen se vendio a
los Estados Unidos de América, 1 % a Reino Unido, Canada y Alemania, y el 0.7 %
restante a otros 48 paises, de los cinco continentes (SIAP, 2010). En el mismo afio, se
importaron 41,931 t de chile, de 41 paises, principalmente de China, Pera y los Estados
Unidos de América (SIAP, 2010). Mas del 95 % de las exportaciones se realizan entre
diciembre y abril, época en que las producciones de los Estados Unidos de América y
Canadéa son bajas. Los productos frescos mas exportados son los chiles tipo bell y
jalapefio (COVECA, 2011).

Ademas de la importancia econdémica, reflejada en el valor de la produccién (que
se genera por el consumo nacional y la exportacion de chile verde, seco y procesado),
el cultivo de chile tiene un impacto social, al generar empleos; tan solo las labores de
cosecha requieren, en promedio, de 150 jornales / ha, en zonas de riego (SIAP, 2010).
1.4.2. Picudo del chile

El picudo o barrenillo del chile, como se le conoce comunmente en México,
pertenece a la especie Anthonomus eugenii Cano, la cual se ubica taxonGmicamente en
el orden Coleoptera, familia Curculionidae, subfamilia Curculioninae y tribu Anthonomini
(Triplehorn y Johnson, 2005). Este insecto se reportd por primera vez en México, donde
actualmente se distribuye en todo el territorio nacional (Arcos et al., 1998). De aqui se
disperso al sur de los Estados Unidos de América (Arizona, California, Florida, Georgia,
Louisiana, Nuevo México, Texas y Hawai), y a Centroamérica y el Caribe (El Salvador,



Guatemala, Honduras y Puerto Rico) (O’Brien y Wibmer, 1982; Calvo-Domingo et al.,
1989, Andrews et al., 1986; Abreu y Cruz, 1985). En Canada hubo dos brotes, pero
estos se erradicaron (Costello y Gillespie, 1993).

Anthonomus eugenii es capaz de sobrevivir en los géneros Capsicum y Solanum.
Sus principales hospederos son especies de chile (Capsicum spp.), cultivadas y
silvestres (Acosta et al., 1987). Un desarrollo completo del insecto ocurre en chile
(Capsicum spp.), hierbamora (Solanum spp.) y berenjena (Solanum melongena L.).
Otras solanaceas como Datura stramonium, Nicotiana alata, Petunia parviflora, Physalis
pubescens, Lycopersicon esculentum y Solanum tuberosum, solo le sirven como
alimento (Patrock y Schuster, 1992).

El mayor dafio del insecto, en especies de Capsicum, es la destruccién de yemas
florales, flores y frutos, ocasionada por las larvas mientras se alimentan; estas
estructuras se tornan amarillos y se desprenden de las plantas (Gordon y Armstrong,
1990). El aborto de frutos es la causa principal de pérdidas en la produccién (Segarra-
Carmona y Pantoja, 1988). Otras afectaciones incluyen la pudricién interna de los
frutos, por la invasion del hongo Alternaria alternata (Bruton et al., 1989) y la caida de
yemas florales, flores y frutos pequefios, causada por la alimentacion de los adultos
(Gordon y Armstrong, 1990).

La comunicacién quimica intraespecifica de A. eugenii se da mediante feromonas.
Dos de estos semioquimicos se han identificado en los adultos del insecto. Eller et al.
(1994) aislaron e identificaron una feromona de agregacion producida por los machos
adultos, para atraer a hembras y machos de su misma especie. La mezcla consta de
seis compuestos: (Z)-2-(3,3-dimetilciclohexilideno) etanol [grandlure 1], (E)-2-(3,3-
dimetilciclohexilideno) etanol, (Z)-(3,3-dimetilciclohexilideno) acetaldehido [grandlure IlI],
(E)-(3,3-dimethilciclohexilideno) acetaldehido [grandlure [V], acido 2,6-octadienoico
(acido geranico) y (E)-3,7-dimetil-2,6-octadien-1-ol (geraniol). Varias especies del
género comparten los compuestos constituyentes de sus feromonas de agregacion, con
diferencias en las concentraciones. De las sustancias que conforman la feromona de A.
eugenii, tres (grandlure 11, Il y IV) se encuentran también en la feromona de A. grandis

Boheman (Tumlinson et al., 1969), cuatro (grandlure Il, lll y IV, y geraniol) en la de A.



musculus Say (Szendrei et al., 2011) y una en la de A. rubi Herbst. (Innocenzi et al.,
2001).

Addesso et al. (2007) mostraron evidencia de que los tapones de exudados anales
(que las hembras del picudo del chile colocan sobre los huevecillos después de
depositarlos en los frutos), junto con las heces fecales, contienen una feromona de
marcaje, la cual disuade la oviposicion de otras hembras; aun no se identifican los
compuestos que la conforman.

Los compuestos volatiles de los hospederos de A. eugenii parecen jugar un papel
importante en la interaccidn insecto-planta. Asi lo muestran los trabajos de Addesso y
McAuslane (2009) y Addesso et al. (2010), quienes reportan que los adultos de ambos
sexos responden a los olores liberados por chile jalapeiio (C. annuum), hierbamora (S.
americanum) y berenjena (S. melongena). Las estructuras reproductivas (yemas
florales, flores y frutos en desarrollo) son las partes de la planta que mas estimulan la
respuesta de A. eugenii (Veldazquez-Gonzélez, 2011).

La atraccion hacia compuestos volatiles del hospedero se ha demostrado en otros
miembros del género Anthonomus. Por ejemplo, A. grandis responde a cuatro
compuestos producidos por los brotes de algodonero: a-pineno, limoneno, B-cariofileno
y B-bisabolol (Mynyard et al., 1969). Similarmente, los volatiles de las flores de
manzana (Z)-3-hexen-1-ol, perileno, B-cariofileno, E,E- a-farneseno y 3-careno atraen a
los adultos de A. pomorum (Kalinova et al. 2000). Los volatiles del hospedero también
pueden actuar como potenciadores del efecto atrayente de las feromonas de
agregacion en especies de Anthonomus (Innocenzi et al., 2001; Tinzaara et al., 2007).

En adicion al factor quimico, la orientacion visual podria jugar un papel importante
en las especies de Anthonomus. Es posible que los curculidnidos tengan un sistema
visual tricromatico y que incluyan sefales visuales, como siluetas y colores de fondo,
para localizar a sus hospederos en el campo. Asi lo sugiere un estudio realizado en la
especie A. pomorum (Haussman et al., 2004).

1.4.3. Liberadores de semioquimicos

Los dispositivos para liberacion de feromonas, desarrollados hasta ahora, se

pueden clasificar en tres grupos (Heuskin et al., 2011): liberadores de matriz soélida,

formulaciones liquidas para aspersion y formulaciones tipo reservorio.



En el primer tipo de liberadores, los semioquimicos se incorporan en una matriz
solida. Se han utilizado diversos materiales. Las matrices sélidas mas comunes son los
tubos, sacos y viales de polietileno (Johansson et al.,, 2001; Zhang et al., 2008), los
dispensadores de membrana, polimeros en espiral (Tomaszewska et al., 2005),
peliculas de polimeros, septos de caucho (McDonough, 1992; Méttus et al., 1997),
cloruro de polivinilo, fibras huecas (Golub et al.,, 1983), cuerdas impregnadas,
formulaciones a base de ceras y liberadores tipo gel (Atterholt et al., 1999).

Las formulaciones asperjables generalmente estan compuestas de una matriz
liguida biodegradable, en la que se disuelve el semioquimico. La matriz puede consistir
de microencapsulados, obtenidos por microemulsién, los cuales contienen el
semioquimico disperso en una matriz liquida (Heuskin et al., 2011). Recientemente, se
han comenzado a desarrollar formulaciones de este tipo a base de nano-liberadores de
semioquimicos. Algunos ejemplos incluyen el uso de encapsulados de poliurea para la
liberaciébn prolongada de (Z)-11-hexadecenil acetato, componente principal de las
feromonas sexuales de diversas especies de noctuidos (Mihou et al.,, 2007), y
microparticulas a base de polimeros, utilizadas en la liberacion de feromonas sexuales
para interrumpir la copula de la palomilla gitana (Lymantria dispar), de la palomilla de la
manzana (Cydia pomonella) (Stipanovic, et al., 2004) y de otros lepidopteros de
importancia agricola (Serban et al., 2010). La ventaja principal de las formulaciones
asperjables es que se pueden aplicar a todo el cultivo (Heuskin et al., 2011).

Los liberadores tipo reservorio generalmente se componen de dos partes, un
contenedor y un area de difusién. En este grupo se incluyen tubos y viales de vidrio,
aluminio u otros materiales impermeables (reservorio), que cuentan con un area de
difusién a base de un material permeable, como polietileno o silicon (Hofmeyr et al.,
1995; Shem et al., 2009). Los liberadores en aerosol también entran en esta categoria
(Heuskin et al., 2011).
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CAPITULO 2. COMPUESTOS VOLATILES DE CHILE Y HIERBAMORA, PLANTAS
HOSPEDERAS DE Anthonomus eugenii Cano

2.1. Resumen

Los adultos del picudo del chile (Anthonomus eugenii Cano) responden a los olores que
liberan las estructuras reproductivas de sus plantas hospederas. Los compuestos
volatiles que conforman dicho aroma podrian ser de utilidad como atrayentes del
insecto. En la presente investigacion se aislaron, identificaron y cuantificaron los
compuestos volatiles producidos por las yemas florales y frutos en desarrollo de cinco
hospederos de A. eugenii: chile jalapefio (Capsicum annuum L.), pimiento morron (C.
annuum), chile manzano (C. pubescens Ruiz y Pav), chile chiltepe (C. frutescens L.) y
hierbamora (Solanum americanum Mill.). Los compuestos volatiles se capturaron por el
método de microextraccion en fase sélida (SPME) y se analizaron en un cromatografo
de gases (HP-6890) acoplado a un espectrometro de masas (HP-5973). En total, se
identificaron 44 compuestos en los cinco hospederos; 32 de ellos en las yemas florales
y 37 en los frutos. Las sustancias mas frecuentes fueron hidrocarburos (13) y ésteres
(11). Estas representaron mas del 70 % de la masa total de los compuestos
identificados en ambas estructuras vegetales de cada hospedero. Los compuestos (Z)-
3-hexenol, (E)-B-ocimeno, (3E)-4,8-dimetil-1,3,7-nonatrieno, metil salicilato, B-elemeno,
hexil acetato, (Z)-3-hexenil butirato, (Z)-3-hexenil isovalerato, (Z)-3-hexenil isobutirato,
hexil butirato y (E)-2-hexenil-2-metilbutirato, estuvieron presentes en los cuatro tipos de
chile; los primeros cinco coincidieron en todos los hospederos bajo estudio. Se discute
el potencial de estas sustancias como atrayentes de A. eugenii.

Palabras clave: atrayentes, Capsicum annuum, Capsicum frutescens, Capsicum

pubescens, picudo del chile, Solanum americanum.
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2.2. Abstract

It is known that the pepper weevil (Anthonomus eugenii Cano) adults respond to odors
released by reproductive structures of their host plants. The volatile compounds that
constitute this scent could be useful as attractants for the insect. In this research, we
isolated, identified and quantified the volatile compounds produced by the flower buds
and young fruits from five host plants of A. eugenii: jalapefio pepper (Capsicum annuum
L.), bell pepper (C. annuum), manzano pepper (C. pubescens Ruiz and Pav.) chiltepe
pepper (C. frutescens L) and nightshade (Solanum americanum Mill.) The volatiles were
collected by the method of solid phase microextraction (SPME) and analyzed in a gas
chromatograph (HP-6890) coupled to a mass spectrometer (HP-5973). A total of 44
compounds were identified in the five hosts, 32 of them in flower buds and 37 in the
fruits. Hydrocarbons and esters were the most common substances. These accounted
for over 70% of the total mass of the compounds identified in both structures of each
host plant. The compounds (Z)-3-hexenol, (E)-B-ocimene, (3E)-4,8-dimethyl-1,3,7-
nonatriene, methyl salicylate, B-elemene, hexyl acetate, (Z2)-3-hexenyl butyrate, (Z)-3-
hexenyl isovalerate, (Z)-3-hexenyl isobutyrate, hexyl butyrate and (E)-2-hexenyl-2-
methylbutyrate, were present in the four types of pepper; the first five ones were
common to all hosts. The potential of these substances as attractants for A. eugenii is
discussed.

Key words: attractants, Capsicum annuum, Capsicum frutescens, Capsicum

pubescens, pepper weevil, Solanum americanum.
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2.3. Introduccidn

La produccién de compuestos volatiles es la forma principal en que las plantas
interactian con otros organismos. Los insectos herbivoros utilizan estas sustancias
para localizar a sus plantas hospederas (Das et al., 2013).

Anthonomus eugenii es la principal plaga del cultivo de chile (Capsicum spp.) en
las regiones tropicales y subtropicales del continente americano (Toapanta et al., 2005).
Las hembras de esta especie ovipositan en las yemas florales, flores o frutos de
diversos tipos y especies de chile (Patrock y Schuster, 1992; Berdegue et al., 1994). Al
emerger, las larvas barrenan el interior de estas estructuras reproductivas, mientras se
alimentan de ellas. Como resultado, las yemas florales, flores y frutos se desprenden de
las plantas; su aborto constituye el principal componente de las pérdidas ocasionadas
por el insecto (Segarra-Carmona y Pantoja, 1988). Aunado a lo anterior, el ataque de A.
eugenii facilita la infeccion de los frutos por microorganismos, como el hongo Alternaria
alternata (Fr.) Keissl. (Bruton et al., 1989). Los adultos de A. eugenii también se
alimentan de las plantas de chile (Patrock y Schuster, 1992), aunque su dafio es poco
significativo, comparado con el de las larvas.

Anthonomus eugenii solo sobrevive en plantas de la familia Solanaceae. Un
desarrollo completo del insecto ocurre en su principal hospedero, chile (Capsicum spp.),
y en dos hospederos alternos, hierbamora (Solanum spp.) y berenjena (S. melongena
L.). Sin embargo, también es capaz de alimentarse en especies de los géneros
Physalis, Lycopersicon, Datura, Petunia y Nicotiana (Patrock y Schuster, 1992).

De acuerdo con estudios anteriores (Addesso y McAuslane, 2009; Addesso et al.,
2010), los adultos de A. eugenii son atraidos por los olores que liberan las plantas de
chile (Capsicum annuum L.) y hierbamora (Solanum americanum Mill.), durante su
floraciéon y fructificacion. Los compuestos que conforman el aroma de las estructuras
reproductivas de tales plantas hospederas, podrian ser de utilidad en programas de
manejo integrado del picudo del chile. Por lo tanto, en la presente investigacion se
planted el objetivo de aislar, identificar y cuantificar los compuestos volatiles producidos
por las yemas florales y frutos en desarrollo de chile y hierbamora. Considerando que A.
eugenii tiene diversos hospederos y que los compuestos volatiles de éstos pueden

variar con la especie y variedad vegetal (Takabayashi et al., 1994), se incluyeron cuatro
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tipos de chile cultivado (jalapefio, morron, manzano y chiltepe) y una especie de
hierbamora (Solanum americanum Mill.). Los chiles pertenecen a las especies C.
annuum L. (jalapefio y morrén), C. frutescens L. (chiltepe), y C. pubescens Ruiz y Pav.
(manzano); las tres son susceptibles al ataque de A. eugenii (Patrock y Schuster, 1992;
Berdegue et al., 1994).
2.4. Materiales y métodos
2.4.1. Material vegetal

Las plantas de chile manzano cv Puebla (Universidad Auténoma Chapingo), chile
chiltepe (criollo proveniente de la region Valles Centrales, Oaxaca, México), chile
jalapefio cv Don Benito (Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y
Pecuarias; Centro de Investigacion Regional Noreste — INIFAP-CIRNE), pimiento
morron cv California Wonder (Petoseed) y hierbamora, se cultivaron en invernadero. La
semilla de hierbamora se obtuvo de plantas silvestres, colectadas en el municipio de
Tecomatlan, Puebla, México, las cuales se identificaron como Solanum americanum
Mill.; ejemplares de las mismas se depositaron en el herbario-hortorio Chapa (Colegio
de Postgraduados, campus Montecillo; Postgrado de Botanica). La siembra se realizo
en bolsas de plastico negro, de 25 x 25 cm, utilizando suelo agricola como sustrato. Se
aplicaron los riegos necesarios y se fertiliz6 con Yaramila Unik 16® (16-16-16; Yara
México; Jalisco, México).
2.4.2. Compuestos quimicos

Se utilizaron los siguientes estandares (se indica su pureza): trans-f-ocimeno
[mezcla de (E)-B-ocimeno (89.1 %) y (Z)-B-ocimeno (10.2 %)], cis-B-ocimeno [mezcla de
(2)-B-ocimeno (63.4 %) y D-limoneno (26.6 %)], D-limoneno (98 %), 2-isobutil-3-
metoxipirazina (99 %), B-ionona (90 %), tetrametil pirazina (98 %), hexil butirato (98 %),
(2)-3-hexenil acetato (98 %), (Z)-3-hexenol (98 %), terpinoleno (90 %), (Z)-3-hexenil
butirato (98 %), geraniol (98 %), y salicilato de metilo (98 %). Estos se adquirieron en
Sigma-Aldrich de México (Toluca, Estado de México, México).
2.4.3. Aislamiento y analisis de compuestos

Los compuestos volatiles de yemas florales y frutos en desarrollo, de los cuatro
tipos de chile y de la hierbamora, se colectaron mediante el método de microextraccion
en fase soélida (SPME, por sus siglas en inglés) (Balasubramanian y Panigrahi, 2011),
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empleando una fibra de polidimetilsiloxano (100 um PDMS; Supelco, Bellefonte, PA,
USA). Los frutos de chile tenian una longitud de 1.6 + 0.4 cm y los de hierbamora 0.6 +
0.2 cm de didmetro ecuatorial. La fibra se acondicion6 en el puerto de inyeccion de un
cromatografo de gases acoplado a un detector selectivo de masas (CG/DSM
6890/5973; Agilent, Palo Alto, CA, EUA), siguiendo las recomendaciones del fabricante;
su limpieza se verifico en el mismo equipo.

En un frasco de vidrio (25 mL de capacidad), previamente enjuagado con cloruro
de metileno grado HPLC (J. T. Baker; Toluca, Estado de México, México) y mantenido
en un horno a 200 °C durante dos horas, se depositaron 80 yemas florales o cuatro
frutos de chile, recién cortados de las plantas. La abertura del frasco se cubrié con dos
capas de papel aluminio (previamente tratado con calor, junto con los frascos) y dos de
cinta adhesiva transparente. Entre las capas de cinta adhesiva se coloc6 un tapon de
caucho rojo, de 11 mm de didmetro (Agilent Technologies de México; México D. F.).
Alrededor de la abertura se colocé més cinta adhesiva, para sellarla, y evitar fuga de
compuestos y contaminacion del sistema. Después de 5 min de estabilizacion, el
dispositivo de SPME se insert6 a través del septo de caucho y su fibra se expuso en el
espacio libre del frasco durante 30 min. Inmediatamente después, la fibra se des
adsorbié por 10 min en el puerto de inyeccion del cromatografo.

La colecta de los compuestos volatiles se realiz6 en el laboratorio de Ecologia
Quimica de Insectos (Colegio de Postgraduados: Entomologia), entre las 11:00 y 17:00
horas, a temperatura ambiente (26 £ 1 °C). Se efectuaron cuatro repeticiones, por tipo
de hospedero y estructura vegetal, en dias diferentes. Los indices de retencion de
Kovats (IUPAC, 2006) se determinaron mediante la inyeccion conjunta de una mezcla
de alcanos de 7 a 20 carbonos (Sigma-Aldrich; Toluca, Estado de México, México).

Las muestras se analizaron en el CG/DSM, mencionado con anterioridad. Este se
mantuvo con el inyector a 200 °C, en modo splittles; el horno inici6 en 40 °C e
increment6 10 °C min, hasta llegar a 200 °C, por lo que el tiempo de la corrida fue de
16 min. Las demas condiciones de operacion del equipo fueron las mismas descritas
por Velazquez-Gonzalez et al. (2011).

Los compuestos se identificaron por comparacion de sus espectros de masas y

tiempos de retencion con los de estandares auténticos. Cuando se carecio de ellos, los
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espectros de los compuestos desconocidos y sus indices de retencién, se compararon
con los espectros de la biblioteca NIST 2002 o con los indices reportados previamente
en literatura relacionada, respectivamente.

La cuantificacion se realizd por el método del estandar externo de un solo punto
(Skelton et al.,, 2010). La abundancia de los compuestos cuyos estandares no
estuvieron disponibles se estimé con alguna sustancia de estructura quimica
semejante. Los compuestos de referencia se diluyeron en cloruro de metileno grado
HPLC (J. T. Baker; Toluca, Estado de México, México). 1 uL de solucién, conteniendo
10 ng de cada compuesto, se introdujo en el frasco de captura, con la ayuda de una
jeringa Hamilton® (Hamilton Company; Reno, Nevada, USA) de 5 pL. Su captura e
inyeccion en el CG se realizaron en las mismas condiciones descritas para el analisis
de muestras vegetales.

2.5. Resultados y discusion

Se identificaron 44 compuestos en las estructuras reproductivas de los cinco tipos
de plantas (correspondientes a cuatro especies vegetales) incluidas en este estudio.
Treinta y dos de ellos estuvieron presentes en las yemas florales (Cuadro 1) y 37 en los
frutos (Cuadro 2). Algunas de esas sustancias se han reportado previamente como
parte del perfil de compuestos volatiles de especies vegetales en las que se desarrolla
Anthonomus spp., tales como C. annuum (In-Kyung, et al., 2007; Addesso et al., 2010),
C. chinense (Pino et al., 2006; Gahunu et al., 2011; Dos Santos-Garruti et al., 2013) y
C. frutescens (Cardeal et al, 2006; Quijano y Pino, 2010), hospederos de A. eugenii, y
Vaccinium corymbosum L. (Szendrei et al., 2009), hospedero de A. musculus.

Los volatiles (E)-B-ocimeno [BOCle], (3E)-4,8-dimetil-1,3,7-nonatrieno [DMNT] y B-
Elemeno (BELEM) se encontraron de manera consistente en las yemas florales de los
cinco tipos de plantas. Otras dos sustancias, (Z)-3-Hexenol [Z3HOL] y metil salicilato
[MESA] también fueron identificadas en las cuatro especies, pero sélo en cuatro tipos
de plantas, ya que no se detectaron en chile jalapefio (Cuadro 1). Su ausencia en este
altimo tipo de chile podria estar relacionada con la variedad, pues la presencia y
abundancia de los volatiles que libera Capsicum spp. dependen parcialmente de este
factor (Dos Santos- Garruti et al., 2013; Quijano y Pino, 2010).
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Diez sustancias coincidieron en las tres especies del género Capsicum, principal
hospedero de A. eugenii (Patrock y Schuster, 1992): Z3HOL, 1-Hexanol (1HOL),
BOCle, DMNT, (Z)-3-Hexenil isobutirato (Z3HIB), (Z)-3-hexenil butirato (Z3HB), Hexil
butirato (HBUT), MESA, (Z2)-3-Hexenil isovalerato (Z3HIV) y BELEM; cinco de ellas
(BOCle, DMNT, Z3HB, Z3HIV y BELEM) se presentaron en los cuatro tipos de chile
(Cuadro 1).

Los frutos de las tres especies de Capsicum analizadas produjeron
consistentemente nueve sustancias: hexanal (HNAL), Z3HOL, 1HOL, BOCle, DMNT,
Z3HB, HBUT, MESA y Z3HIV. De estas, HBUT y Z3HIV no fueron detectables en
jalapefio, por lo que solo siete (HNAL, Z3HOL, 1HOL, BOCle, DMNT, Z3HB y MESA)
coincidieron en frutos de los cuatro tipos de chile (Cuadro 2). Los compuestos BOCle,
DMNT y MESA se identificaron en los cinco tipos de plantas (Cuadro 2).

De los 44 compuestos presentes en yemas florales o frutos, de uno o mas tipos de
plantas, 25 resultaron comunes a ambas estructuras reproductivas. Cinco sustancias
(Z3HOL, BOCle, DMNT, MESA y BELEM) coincidieron en los cinco tipos de plantas;
trece [HNAL, Z3HOL, 1HOL, Hexil acetato (HAC), BOCle, DMNT, Z3HIB, Z3HB, HBUT,
MESA, Z3HIV, (E)-2-Hexenil-2-metilbutirato (H2MB) y BELEM)], en los cuatro tipos de
plantas correspondientes a las tres especies de Capsicum; y diez (HNAL, Z3HOL,
1HOL, HAC, BOCle, DMNT, Z3HB, MESA, Z3HIV y BELEM) coincidieron en las tres
especies de Capsicum, pero solo en tres tipos de planta (debido a que en chile jalapefio
no se detect6 Z3HIB, HBUT y H2MB) (Cuadro 3).

De los cinco compuestos comunes en yemas florales y frutos de todos los tipos de
plantas, los que mostraron la mayor abundancia fueron BOCle (en pimiento morron,
chile jalapefio y chile manzano), Z3HB (en chile chiltepe) y MESA (en hierbamora)
(Cuadro 3).
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Cuadro 1. Compuestos volatiles identificados en las yemas florales de

cinco tipos de plantas hospederas de Anthonomus eugenii.

Cantidad de cada compuesto (ng / g de muestra /

hora) por tipo de hospedero

No. T Compuesto IRTT  Pimiento  Chile Chile Chile Hierba
morron jalapefio chiltepe manzano mora
1 Hexanal 802 .| - - 0.44 -
2 (2)-3-Hexenol 861 0.25 - 2.89 0.72 1.55
3  1-Hexanol 873 0.21 - 1.37 1.26 -
4  Butil butirato 996 0.15 0.12 - - 0.37
5 (2)-3-Hexenil acetato 1008 0.58 0.24 3.31 - 1.43
6  Hexil acetato 1014 0.30 - 0.60 - -
7  (2)-B-ocimeno 1041 0.14 0.16 - - -
8 (E)-B-ocimeno 1053 9.56 5.79 11.60 0.14 3.17
9  (2)-3-Hexenil propionato 1099 0.21 - - - -
10 Linalool 1107 0.26 - - - -
11 (3E)-4,8-dimetil-1,3,7- 1118 0.06 0.78 0.55 0.67 10.76
nonatrieno
12 E,E-Cosmeno 1137 - 0.19 - — —
13 (2)-3-Hexenil iso-butirato 1145 0.89 - 1.44 0.20 -
14  Etil benzoato 1178 - - 0.15 - -
15  (2Z)-3-hexenil butirato 1187 8.75 0.11 14.63 0.80 -
16  Hexil butirato 1191 5.05 - 2.28 0.31 -
17  Metil salicilato 1207 0.93 - 4.72 1.87 14.58
18 (2)-3-Hexenil isovalerato 1233 1.33 0.17 4.46 0.15 -
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Cuadro 1. Continuacion.

Cantidad de cada compuesto (ng / g de muestra /

h) por tipo de hospedero

No. T Compuesto IRTT  Pimiento  Chile Chile Chile Hierba
morrén jalapefio chiltepe manzano mora
19 (E)-2-Hexenil 2-metilbutirato 1236 1.11 I 0.89 - -
20 Dimetil salicilato 1349 - - 0.13 - 1.43
21  (2)-3-Hexenil Hexanoato 1384 - - 0.18 - -
22 Copaeno 1388 - — - 0.88 -
23 B-Elemeno 1402 5.30 0.25 0.75 1.41 8.14
24  B-Cariofileno 1436 - - - - 0.60
25 (E)-a-Bergamoteno 1445 - 0.47 - - 0.88
26 (E)-Geranil acetona 1456 - - - - 7.20
27 Germacreno-D 1504 - - - 4.88 -
28 (E,E)-a-Farneseno 1511 - 0.23 - - 1.33
29 d-Cadinene 1539 - - - 0.66 -
30 (E)-Nerolidol 1571 - - - - 1.18
31 (E,E)-4,8,12-Trimetil- 1583 0.59 0.82 0.83 - 16.06
1,3,7,11-tridecatetraeno
32  Hexil benzoato 1589 0.25 - - - -

T Nimero consecutivo asignado a cada compuesto. 1 indice de retencién de Kovats. T Compuesto no detectado.
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Cuadro 2. Compuestos volétiles identificados en los frutos de cinco

plantas hospederas de Anthonomus eugenii.

Cantidad de cada compuesto (ng / g de muestra

/ h) por tipo de hospedero

No. T Compuesto IRTT  Pimiento  Chile Chile Chile Hierba
morron jalapefio chiltepe manzano mora
1  Hexanal 802 0.10 0.28 0.30 0.78 =
2 (E)-2-Hexenal 855 - 0.12 - 0.27 -
3 (2)-3-Hexenol 861 0.24 0.90 4.82 0.76 -
4  1-Hexanol 873 0.11 0.84 5.24 1.88 -
5  Tricicleno 926 0.61 0.52 0.60 - -
6 1R-a-Pineno 937 - - - - 0.10
7  B-Mirceno 993 - - - - 0.24
8  Butil butanoato 996 - 0.22 - - 0.20
9  (2)-3-Hexenil acetato 1008 0.46 1.20 8.89 - -
10 Hexil acetato 1014 0.12 0.67 4.44 - -
11  D-Limoneno 1036 - - - - 0.58
12 (2)-B-ocimeno 1041 1.35 - - - -
13 (E)-p-ocimeno 1053 134.85 1.14 0.74 3.29 1.58
14  Terpinoleno 1093 - - - - 0.36
15 Linalool 1107 0.20 - - - -
16  (3E)-4,8-dimetil-1,3,7- 1118 2.80 0.88 0.11 010 061
nonatrieno
17  1,3,8-p-Mentatrieno 1129 0.17 - - - -
18 E,E-Cosmeno 1137 1.59 - - - -
19 cis-3-Hexenil iso-butirato 1145 0.17 - 0.42 - -
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Cuadro 2. Continuacion.

Cantidad de cada compuesto (ng / g de muestra /

h) por tipo de hospedero

No.t Compuesto IRTt  Pimiento  Chile Chile Chile Hierba
morron jalapefio chiltepe manzano mora

20  2-Isobutil-3-metoxipirazina 1185 1.37 0.26 T - -
21  (2)-3-hexenil butirato 1187 3.35 0.12 6.35 0.41 -
22  Hexil butirato 1191 0.67 - 2.43 0.32
23  Metil salicilato 1207 0.66 1.48 6.21 0.36 0.27
24 (2)-3-Hexenil isovalerato 1233 0.46 - 0.64 0.05 -
25  (E)-2-Hexenil 2-metilbutirato 1236 - - 0.21 0.05 -
26  Dimetil salicilato 1349 - - 0.05 - -
27  2-Metiltridecano 1364 - - 0.41 - -
28  (2)-3-Hexenil hexanoato 1384 - - 0.25 - -
29 Copaeno 1388 1.42 - - - -
30 [B-Elemeno 1402 411 - - 0.71 0.49
31 o-Santaleno 1430 0.38 0.15 - - -
32 (E)-a-Bergamoteno 1445 6.36 2.59 - - 0.10
33 (E)-Geranil acetona 1456 - - - 0.10 -
34 (E)-B-Farneseno 1459 2.29 0.79 - - 0.27
35 (E,E)-a-Farneseno 1511 - - - - 0.14
36 B-Himachaleno 1526 0.69 - - - -
37 (E,E)-4,8,12-Trimetil- 1583 6.03 0.96 0.12 - 0.11

1,3,7,11-tridecatetraene

T Ntmero consecutivo asignado a cada compuesto. Tt indice de retencion de Kovats. 1 Compuesto no detectado.
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Los cinco compuestos volétiles (Z3HOL, BOCle, DMNT, MESA y BELEM) que
coincidieron en los cinco tipos de plantas analizadas (Cuadro 3) podrian tener
importancia en la atraccion de A. eugenii hacia las plantas de chile. En un trabajo previo
(Addesso et al., 2010) las plantas de chile jalapeiio con frutos dafiados por la
alimentacion de adultos de A. eugenii fueron mas atractivas para insectos
coespecificos, que las que tenian frutos intactos; andlisis del perfil de volétiles
mostraron que una serie de sustancias, entre ellas Z3HOL, BOCle, DMNT, MESA y
BELEM, eran liberadas en mayor cantidad en los primeros. Lo anterior, aunado al
hecho de que todos los tipos de plantas incluidas en este estudio son susceptibles al
ataque del picudo del chile, sugiere que las cinco sustancias mencionadas podrian
estar funcionando como sefiales olfativas en la localizacion del hospedero por A.
eugenii.

BOCle fue el compuesto liberado en mayor cantidad por el pimiento morrén, chile
jalapefio y chile manzano (Cuadro 3). Similarmente, Addesso et al. (2010),
determinaron que el pico mas sobresaliente en el perfil de volatiles de chile jalapefio
correspondia a BOCle. Tal compuesto actia como atrayente de varias especies de
coleopteros, incluyendo Myllocerinus aerolineatus Voss (Coleoptera: Curculionidae; Sun
et al., 2010), Scolytus intricatus Ratzeburg (Coleoptera: Scolytidae; Vrkocova et al.,
2000) y Alphitobius diaperinus Panzer (Coleoptera: Tenebrionidae; Bartelt et al., 2009),
por lo que podria ser clave en la interaccién de A. eugenii con sus hospederos.

Al igual que BOCle, los otros cuatro compuestos han sido reportados como
constituyentes de semioquimicos con actividad atrayente sobre diversas especies
pertenecientes a Curculionidae u otras familias de Coleoptera. Por ejemplo, Z3HOL y
DMNT también forman parte del atrayente de M. aerolineatus, junto con BOCle (Sun et
al., 2010). Z3HOL es componente de mezclas que atraen a diversos curculionidos,
como A. pomorum Linnaeus (Kalinova et al., 2000), Tanymecus dilaticollis Gyllenhal
(Toshova et al., 2010) y Otiorhynchus sulcatus (Van Tol y Visser, 1998). El metil
salicilato ha mostrado poder estimulante sobre coledpteros tales como Pachnoda
interrupta Oliver (Coleoptera: Scarabaeidae; Wolde Hawariat et al., 2005), Leptinotarsa
decemlineata Say (Coleoptera: Chrysomelidae; Martel et al., 2005) e Hylastinus

obscurus Marsham (Coleoptera: Scolytidae; Kamm y Buttery, 1984). BELEM forma
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parte de una kairomona que interviene en la comunicacion sexual de Anoplophora
malasiaca Thompson (Coleoptera: Cerambycidae; Yasui et al., 2008).

Es conocido que el picudo del chile se desarrolla principalmente en Capsicum spp.
y que sOlo utiliza a S. americanum como hospedero alterno (Patrock y Schuster, 1987 y
1992). El factor olfativo esta relacionado con tal preferencia, ya que los olores de las
plantas de chile son mas estimulantes para los adultos de A. eugenii, que los de las
plantas de hierbamora (Addesso y McAuslane, 2009). Es posible que compuestos de
Capsicum spp., no presentes en S. americanum, contribuyan a tal diferencia. En este
trabajo se identificaron 10 compuestos volatiles comunes a las tres especies de chile
bajo estudio (Cuadro 3): Z3HOL, BOCle, DMNT, MESA, BELEM, HAC, Z3HB, Z3HIV,
Z3HIV y HBUT. Los ultimos cinco fueron exclusivos de Capsicum spp.; de estos, HAC
estd reportado como parte de una mezcla de volatiles del hospedero que atrajo al
curculiénido Conotrachelus nenuphar Herbst (Prokopy et al.,, 2001), por lo que es
probable que intervenga en la interaccién A. eugenii-Capsicum.

De las tres especies de chile analizadas en este estudio, Capsicum annuum es la
gue se cultiva mas extensivamente en el mundo (Bosland, 1994). Hay evidencias de
que, tanto C. annuum (Bosland, 1994) como A. eugenii (Rodriguez-Leyva, 2006;
Capinera, 2008) se originaron en México y parte de Centroamérica. Esto supone un
proceso coevolutivo mas prolongado de A. eugenii con C. annuum, en comparacion con
las otras especies del género Capsicum. Lo anterior, aunado a que todos los tipos de
chile de la especie C. annuum evaluados hasta ahora han resultado ser susceptibles a
A. eugenii (Patrock y Schuster, 1992; Berdegue et al., 1994), sugiere que la fraccion
volatii de C. annuum contiene compuestos importantes en la interaccion quimica
Capsicum-A. eugenii.

Los analisis cromatograficos de pimiento morrén y chile jalapefio (C. annuum),
realizados en la presente investigacion, mostraron veinte compuestos comunes en las
estructuras reproductivas de los dos tipos de chile (Cuadro 4). Algunos de estos ya han
sido identificados en C. annuum, o forman parte de mezclas que atraen a insectos de
taxa cercanos a A. eugenii. Entre estos se puede mencionar al (E,E)-4,8,12-trimetil-
1,3,7,11-tridecatetraene (TMTT).
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Cuadro 3. Proporciones de los compuestos volatiles comunes en cinco tipos de

plantas hospederas de Anthonomus eugenii.

Proporcionest de los compuestos (%)

C. annuum C. frutescens C. pubescens S. americanum
Pimiento Chile (Chile (Chile (Hierbamora)
Compuesto
morrén jalapefio chiltepe) manzano)

(2)-3-Hexenol 0.24 4.01 8.29 6.30 2.11
(E)-B-ocimeno 69.94 30.90 13.28 14.65 6.44
(3E)-4,8-dimetil-1,3,7-nonatrieno 1.39 7.40 0.70 3.08 15.42
Metil salicilato 0.77 6.59 11.76 9.53 20.15
B-Elemeno 4.56 1.11 0.80 9.07 11.70
Hexanal 0.05 1.24 0.32 5.20 Tt
1-Hexanol 0.15 3.76 7.10 13.38 -
Hexil acetato 0.20 2.98 5.42 0.10 -
(2)-3-hexenil butirato 5.86 1.03 22.56 5.17 -
(2)-3-Hexenil isovalerato 0.87 0.77 5.49 0.86 -
(2)-3-Hexenil isobutirato 0.51 - 2.00 0.86 -
Hexil butirato 2.77 - 5.06 2.66 -
(E)-2-Hexenil 2-metilbutirato 0.54 - 1.18 0.21 -
Proporcién acumulada (primeros 5

76.89 50.01 34.82 42.63 55.82
compuestos)
Proporcién acumulada (primeros

84.02 59.78 75.72 67.34
10 compuestos)
Proporcién acumulada (13

87.84 83.97 71.07

compuestos)

T Se calcularon con relacion a la cantidad total de los compuestos del tipo de planta correspondiente. 1 El guion indica que el compuesto

de esta fila no se detect6 en el tipo de planta de la columna correspondiente.
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La abundancia de TMTT es mayor en plantas de chile jalapefio dafiadas por la
alimentacion de adultos de A. eugenii, las cuales son mas atractivas (que las plantas
intactas) para hembras y machos coespecificos (Addesso et al., 2010). Los compuestos
(2)-B-ocimeno (BOCIz) y (2)-3-hexenil acetato (Z3HAC) estimulan la respuesta de
Myllocerinus aurolineatus (Coleoptera: Curculionidae); el primero atrae a los machos y
el segundo a ambos sexos de esta especie (Sun et al., 2010). Similarmente, el butil
butirato (BUBU) es componente de una mezcla atrayente de Pachnoda marginata
(Coleoptera: Scarabaeidae) (Larsson et al.,, 2003). Un compuesto mas, 2-isobutil-3-
metoxipirazina (MPIR), es un potente odorante en diversas especies de chile (In-Kyung
et al., 2007; Zachariah y Gobinath, 2008; Fernandez Truijillo, 2007), aunque no se ha
reportado como atrayente de curculibnidos. Son necesarios estudios de
comportamiento para determinar la capacidad de atraccion de estas y otras sustancias
producidas por Capsicum annuum.

Los compuestos identificados en las yemas florales y frutos de las cuatro especies
de plantas analizadas correspondieron a seis grupos funcionales (Cuadro 5). En ambas
estructuras vegetales, ésteres e hidrocarburos se presentaron con mayor frecuencia,
representando, en conjunto, 70.68, 83.55, 90.84, 92.77 y 98.41 % del total
(considerando los de las yemas florales y frutos) de los compuestos de chile manzano,
chile chiltepe, chile jalapefio, hierbamora y pimiento morrén, respectivamente. Los
ésteres predominaron en las yemas florales de pimiento morrén, y en yemas y frutos de
chile chiltepe, mientras que una mayor cantidad de hidrocarburos se present6 en yemas
florales de hierbamora y chile jalapefio, asi como en frutos de hierbamora y pimiento
morron.

Los ésteres fueron marcadamente mas abundantes en las yemas florales de
pimiento morrén y chile chiltepe, y en los frutos de este ultimo; en tanto que los
hidrocarburos abundaron méas en yemas florales de hierbamora, chile jalapefio y chile
manzano, y en frutos de hierbamora, pimiento morrén, chile jalapefo, y chile manzano
(Cuadro 5). Esteres e hidrocarburos también son los grupos funcionales mas comunes
en chile habanero (C. chinense) (Pino et al., 2006; Gahunu et al., 2011).
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Cuadro 4. Proporciones de los compuestos volétiles comunes en Capsicum

annuum, especie hospedera de Anthonomus eugenii.

Proporcionest de los compuestos (%)

Compuesto Pimiento morrén Chile jalapefio
Hexanal 0.05 1.25
(2)-3-Hexenol 0.24 4.01
1-Hexanol 0.15 3.74
Tricicleno 0.30 2.32
Butil butirato 0.07 151
(2)-3-Hexenil acetato 0.50 6.41
Hexil acetato 0.20 2.98
(2)-B-ocimeno 0.72 0.71
(E)-B-ocimeno 69.94 30.87
(3E)-4,8-dimetil-1,3,7-nonatrieno 1.39 7.39
E,E-Cosmeno 0.77 0.85
2-1sobutil-3-metoxipirazina 0.66 1.16
(2)-3-hexenil butirato 5.86 1.02
Metil salicilato 0.77 6.59
(2)-3-Hexenil isovalerato 0.87 0.76
B-Elemeno 4.56 111
a-Santaleno 0.18 0.67
(E)-a-Bergamoteno 3.08 13.63
(E)-B-Farneseno 1.11 3.52
(E,E)-4,8,12-Trimetil-1,3,7,11-tridecatetraene 3.21 7.93
Proporcion acumulada 94.63 98.44

T Se calcularon con relacién a la cantidad total de los compuestos del tipo de planta correspondiente.
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Cuadro 5. Nimero y cantidad relativa de compuestos volétiles de cada grupo

funcional identificado en plantas hospederas de Anthonomus eugenii.

Grupo Pimiento morron  Chile jalapefio  Chile chiltepe  Chile manzano Hierba mora
Funcional Not CRtT (%) No. CR(%) No. CR (%) No. CR (%) No. CR (%)
Yemas florales
Ester 11 54.44 4 6.86 11 64.57 5 23.15 4 25.92
Hidrocarburo 5 43.57 8 93.14 4 27.04 6 59.99 7 59.61
Alcohol 3 1.99 0 - 2 8.39 2 13.78 2 3.99
Aldehido 0 -1 0 - 0 - 1 3.08 0 -
Cetona 0 - 0 - 0 - 0 - 1 10.48
Pirazina 0 - 0 - 0 - 0 - 0 -
Frutos
Ester 7 3.45 5 28.10 10 70.81 6 13.40 2 9.29
Hidrocarburo 13 95.36 7 53.58 5 4.67 3 44.82 11 90.71
Alcohol 3 0.33 2 13.31 2 23.81 2 29.09 0 -
Aldehido 1 0.06 2 3.06 1 0.71 2 11.55 0 -
Cetona 0 - 0 - 0 - 1 1.14 0 -
Pirazina 1 0.80 1 1.96 0 - 0 - 0 -
Global (yemas florales vy frutos)

Ester 11 28.95 5 17.48 11 67.69 7 18.28 4 17.61
Hidrocarburo 13 69.47 10 73.33 1 15.86 6 52.41 11 75.16
Alcohol 3 1.16 2 6.66 2 16.10 2 21.44 2 2.00
Aldehido 1 0.03 2 1.53 1 0.36 2 7.32 0 _
Cetona 0 0 0 B 1 0.57 1 5.24
Pirazina 1 0.40 1 0.98 0 0 0

T Nuimero de compuestos. T Cantidad relativa. T EI guién indica que no se detectaron compuestos con este grupo funcional.
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Los analisis realizados en el presente estudio mostraron el perfil de compuestos
volatiles de cinco especies hospederos del picudo del chile, correspondientes a dos
géneros y cuatro especies vegetales. Con ello, fue posible conocer los compuestos que
comparten estas especies vegetales, entre los cuales podrian hallarse los que
estimulen al picudo del chile. Varias de las sustancias identificadas han sido sugeridas
como posibles atrayentes. Experimentos futuros de comportamiento y/o
electroantenografia, permitiran dilucidar el papel de esas moléculas en la interaccion
quimica entre A. eugenii y sus plantas hospederas.

2.6. Conclusiones

Se identificaron 44 compuestos en pimiento morrén (Capsicum annuum), chile
jalapefio (Capsicum annuum), chile chiltepe (Capsicum frutescens), chile manzano
(Capsicum pubescens) y hierbamora (Solanum americanum); las yemas florales
produjeron 32 y los frutos 37 de ellos. Hidrocarburos y ésteres fueron los grupos
funcionales mas frecuentes, con 13 y 11 compuestos, respectivamente. Estos mismos
sobresalieron por su abundancia, sumando mas del 70 % de la masa total de las
sustancias identificadas en ambas estructuras vegetales. Los compuestos (Z)-3-
hexenol, (E)-B-ocimeno, (3E)-4,8-dimetil-1,3,7-nonatrieno, metil salicilato y B-elemeno,
estuvieron presentes en los cinco tipos de plantas analizadas. Estos, junto con hexil
acetato, (Z2)-3-hexenil butirato, (Z)-3-hexenil isovalerato, (Z)-3-hexenil isovalerato, (Z)-3-
hexenil isobutirato, hexil butirato y (E)-2-Hexenil 2-metilbutirato, se encontraron en las
tres especies del género Capsicum. Los compuestos anteriores podrian tener un efecto
atrayente sobre Anthonomus eugenii.
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CAPITULO 3. COMPUESTOS VOLATILES DE Capsicum QUE ATRAEN AL PICUDO
DEL CHILE Y AUMENTAN EL EFECTO ATRAYENTE DE SU FEROMONA DE
AGREGACION

3.1. Resumen

Anthonomus eugenii Cano es la plaga de mayor importancia econdmica del chile
(Capsicum spp.) en América, y su manejo integrado requiere técnicas eficientes de
monitoreo y control. Las estructuras reproductivas de la planta atraen a los adultos del
picudo, por lo que sus compuestos volatiles podrian servir para ese fin. En esta
investigacion se evalud la respuesta conductual de los adultos de A. eugenii a un
compuesto individual y a mezclas binarias, terciarias y cuaternarias de 14 compuestos
volatiles sintéticos, identificados con anterioridad en las estructuras reproductivas o
planta completa de chile. También se determiné la efectividad de atraccion de la mejor
mezcla de volatiles del hospedero en comparacion con la feromona de agregacion de A.
eugenii o combinada con ésta. La respuesta del insecto se evalu6 mediante
experimentos de eleccion por pares, realizados en un olfatbmetro tipo Y. Cada
experimento constdé de dos tratamientos, los cuales se colocaron en las camaras
laterales del olfatbmetro. Las proporciones de insectos que respondieron a cada
tratamiento se compararon mediante la prueba binomial. Los resultados mostraron que
una mezcla de (Z)-B-ocimeno, D-limoneno y 2-isobutil-3-metoxipirazina atrajo a
hembras (p=0.022) y machos (p=0.005) de A. eugenii. El (Z)-3-hexenil acetato y el
terpinoleno, adicionados individualmente a la combinacién anterior, aumentaron la
respuesta de hembras (p=0.011) y machos (p=0.005), respectivamente. La sustitucién
de (Z)-B-ocimeno por su estereoisomero (E)-B-ocimeno propicié una mayor atraccion de
los machos (p=0.022), en tanto que la eliminacibn de su isbmero estructural D-
limoneno, no disminuyo la efectividad de atraccién de la mezcla terciaria de compuestos
sintéticos. Los machos respondieron en mayor proporcién a la mezcla de compuestos
volatiles del hospedero (p=0.041) y a su combinacion con la feromona de agregacion de
A. eugenii (p<0.0001), que a la feromona sola; en contraste, las hembras no mostraron
diferencia en su eleccion.

Palabras clave: Anthonomus eugenii, atrayentes, (E)-p-ocimeno, 2-isobutil-3-

metoxipirazina, Capsicum, kairomona.

35



3.2. Abstract

Anthonomus eugenii Cano is the most economically important pest of peppers
(Capsicum spp.) in America, and its management requires efficient techniques for
monitoring and control. The reproductive structures of the plant attract weevil adults, so
their volatile compounds could be used for those purposes. In this study, we assessed
the behavioral response of A. eugenii adults to a single compound as well as to binary,
tertiary and quaternary mixtures of 14 synthetic volatile compounds, previously identified
in the reproductive structures or complete plant of chili. We also determined the
effectiveness of the best attractant mixture of synthetic volatiles versus the aggregation
pheromone of A. eugenii or combined with it. The insect response was assessed using
pairwise choice experiments, performed in a Y-type olfactometer. Each experiment
consisted of two treatments, which were placed in the lateral chambers of the
olfactometer. The proportions of insects responding to each treatment were compared
using the binomial test. The results showed that a mixture of (Z)-B-ocimene, D-limonene
and 2-isobutyl-3-methoxypyrazine attracted both females (p=0.022) and males
(p=0.005) of A. eugenii. The compounds (Z)-3-hexenyl acetate and terpinolene, added
individually to the above combination, increased the response of females (p=0.011) and
males (p=0.005), respectively. Substituting (Z)-B-ocimene by its stereoisomer (E)-B-
ocimene resulted in increased attraction of males (p=0.022), while removing its
structural isomer D-limonene, did not diminish the attractiveness of the mixture. Males
responded more to the mixture of host-volatie compounds (p=0.041) and its
combination with the A. eugenii aggregation pheromone (p<0.0001), than to the
pheromone alone. In contrast, females showed no difference in their choice.

Key words: Anthonomus eugenii, attractants, (E)-B-ocimene, 2-isobutyl-3-

methoxypyrazine, Capsicum, kairomone.

36



3.3. Introduccidn

El picudo del chile, Anthonomus eugenii Cano (Coleoptera: Curculionidae), es la
plaga del cultivo de chile (Capsicum spp.) mas importante econémicamente en las
regiones tropicales y subtropicales de América (Toapanta et al., 2005). Las larvas
ocasionan el dafo principal al barrenar el interior de los frutos, lo que provoca la caida
de los mismos, disminuye su calidad y facilita su infeccion por microorganismos
(Gordon y Armstrong, 1990). Los adultos también afectan a las plantas al alimentarse
de las yemas florales, flores y frutos pequefios, y provocar su abscision

La deteccién oportuna del picudo del chile es fundamental para aplicar medidas de
control eficaces. En la actualidad, su monitoreo se realiza mediante muestreo visual y
con trampas cebadas con una feromona de agregacion aislada de los machos (Eller et
al., 1994). El primer método es ineficiente, laborioso y poco confiable (Szendrei et al.,
2011), mientras que la efectividad del semioquimico varia con la fenologia del cultivo
(Eller et al., 1994).

En diversas investigaciones (Innocenzi et al., 2001; Tinzara et al., 2007; Szendrei
et al., 2011) se reportan atrayentes de curculiénidos, a base de compuestos aislados de
las plantas que les sirven de alimento, de feromonas de agregacion o de combinaciones
de ambos; algunos de ellos se usan con éxito para el monitoreo de especies del género
Anthonomus. En el caso de A. eugenii, no se han explotado los compuestos volatiles de
los hospederos, ni su combinacion con la feromona del insecto.

Los adultos de A. eugenii son atraidos por los olores de plantas, en floraciéon o
fructificacion, de chile (Capsicum annuum L.) (Addesso y McAuslane, 2009; Addesso et
al., 2010), hierbamora (Solanum americanum Mill.) y berenjena (Solanum melongena
L.) (Addesso y McAuslane, 2009). Lo anterior sugiere que los compuestos volatiles de
las estructuras reproductivas de tales especies vegetales, sobre todo de la principal
hospedera, C. annuum, podrian servir como atrayentes del picudo del chile o aumentar
la efectividad de su feromona de agregacion.

Numerosos compuestos volatiles conforman el aroma del chile (Cardeal et al.,
2006; Pino et al., 2006; In-Kyung et al., 2007; Addesso et al. 2010). Al menos 14 de
ellos (Addesso et al., 2010) son liberadas por plantas de C. annuum L. en plena

produccion de flores y frutos, estructuras vegetales en las que oviposita y se alimenta A.
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eugenii. Algunas de esas sustancias inducen actividad electrofisiolégica o conductual
en diversos curculiénidos, incluyendo otras especies del género Anthonomus (Dickens,
1989; Kalinova et al., 2000; Leskey et al., 2001; Toshoba et al., 2010; Szendrei et al.,
2009 y 2011), por lo que podrian funcionar como atrayentes de A. eugenii.

La presente investigacion tuvo como objetivos: 1) evaluar la atraccion de los
adultos de A. eugenii hacia un compuesto individual, y combinaciones binarias,
terciarias y cuaternarias de 14 compuestos volatiles sintéticos; 2) comparar el nivel de
atraccion de la mejor mezcla de compuestos volatiles sintéticos con el de la feromona
de agregacion del picudo del chile; 3) determinar el efecto de los isémeros (E)-B-
ocimeno, (Z)- B-ocimeno y D-limoneno en la mezcla atrayente de compuestos
sintéticos, y 4) evaluar el potencial atrayente de la combinacién de compuestos volatiles
sintéticos con la feromona de agregacion de A. eugenii .

3.4. Materiales y métodos
3.4.1. Insectos

Los insectos utilizados se obtuvieron de frutos de chile jalapefio, giero y morrén
(C. annuum) infestados con larvas de A. eugenii. Los frutos se recolectaron en Los
Mochis, Sinaloa, y Yurécuaro, Michoacan, México, y se trasladaron al Colegio de
Postgraduados, Campus Montecillo, ubicado en Texcoco, México. Posteriormente, se
colocaron en jaulas de acrilico hexagonales (9 L de capacidad), las cuales se
mantuvieron en condiciones controladas de temperatura (26 + 2 °C) y fotoperiodo
(13:11 h luz: oscuridad). Diariamente se retiraron los adultos emergidos y se trasladaron
a nuevos recipientes, donde permanecieron hasta su uso, alimentados con frutos de
pimiento morrén y agua destilada. Los insectos se separaron por sexo de acuerdo con
las caracteristicas descritas por Eller (1995) y se dejaron 18 h sin alimento ni agua,
antes de las pruebas.

3.4.2. Compuestos quimicos

Los siguientes estandares (se indica su pureza) fueron usados: trans-f-ocimeno
[mezcla de (E)-B-ocimeno (89.1 %) y (Z)-B-ocimeno (10.2 %)], cis-B-ocimeno [mezcla de
(2)-B-ocimeno (63.4 %) y D-limoneno (26.6 %)], D-limoneno (98 %), 2-isobutil-3-
metoxipirazina (99 %), B-ionona (90 %), tetrametil pirazina (98 %), hexil butirato (98 %),
(2)-3-hexenil acetato (98 %), (Z)-3-hexenol (98 %), terpinoleno (90 %), (Z)-3-hexenil

38



butirato (98 %), linalool (97 %), 1-hexanol (98 %) y salicilato de metilo (98 %). Estos se
adquirieron con la empresa Sigma-Aldrich de México (Toluca, Estado de México,
México).

3.4.3. Pruebas de atraccion

Se evalud la respuesta conductual de los adultos de A. eugenii a 14 compuestos
sintéticos, solos 0 en mezclas (Cuadro 6), los cuales se seleccionaron de una serie de
compuestos volatiles identificados previamente en Capsicum spp. (In-Kyung et al.,
2007; Addesso et al., 2010; Velazquez-Gonzéalez, 2011). Como criterios de eleccién se
consideré su consistencia en el perfil de volétiles de chile, sus antecedentes en la
atraccion de otros curculionidos y su disponibilidad. Las proporciones de los
compuestos, en las mezclas evaluadas, se determinaron por cuantificacion en muestras
de pimiento morrén cv California Wonder; los adultos de A. eugenii respondieron a los
volatiles del pimiento en ensayos de comportamiento previos. La proporcién de cada
sustancia se calculé con relacion al compuesto mas abundante (nimero 1, en el Cuadro
6). Los compuestos 5, 6 y 10 no se encontraron en tales muestras, por lo que sus
concentraciones fueron similares a las de estudios reportados por Cardeal et al. (2006),
Pino et al. (2006) y Fernandez-Truijillo et al. (2007). Las cantidades de los compuestos
2a y 3 estuvieron determinadas por su contenido en los estandares de trans y cis-
ocimeno, respectivamente. Las soluciones a evaluar se prepararon diluyendo los
compuestos en aceite mineral (Sigma-Aldrich®).

La atraccion del insecto hacia los compuestos sintéticos se evalu6 mediante cinco
series de experimentos de eleccion por pares (Addesso et al., 2010; Cuadro 6),
realizadas en un olfatbmetro de vidrio, tipo Y (tubo central y brazos de 12 y 10 cm de
longitud, respectivamente, y 2.5 cm de didmetro interno), el cual se oper6é conforme a
las condiciones y metodologia descritas por Addesso y McAuslane (2009). En la
primera serie se evalud la preferencia del picudo por cinco compuestos volatiles
sintéticos (solos o combinados), con respecto al solvente. En la segunda se
contrastaron las dos mezclas mas atrayentes de la serie 1 y se seleccion6 la mejor.
Esta ultima (mezcla terciaria) funcioné como testigo en la tercera serie de pruebas, en
la que se evalu6 la efectividad de ocho mezclas cuaternarias, resultantes de la suma

individual de nuevos compuestos a la mezcla terciaria. La cuarta serie consistio en
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determinar el efecto de la mezcla terciaria al sustituir el (Z)-B-ocimeno (BOCIz) por su
estereoisomero (E)-B-ocimeno (BOCle), o al prescindir de su isémero estructural D-
limoneno (DLIM). En la dltima serie experimental se evaluo la respuesta de A. eugenii a
su feromona de agregacion (PEW | y PEW II, Trece®) en comparacién con la mejor
mezcla de compuestos volatiles sintéticos o con la combinacion de esta y la feromona.
Aunque BOCle es el compuesto mas abundante en las yemas florales y frutos de chile,
no estuvo disponible para evaluarlo desde el inicio del estudio, por lo que en los
primeros experimentos se utilizé su isémero BOCIz.

En cada ensayo se liber6 un adulto (10 a 20 d de edad) en la entrada del
olfatbmetro. Se le permitié elegir, durante un tiempo méaximo de 15 min, entre un
estimulo y su testigo (series experimentales 1, 3 y 4) o entre dos estimulos (series 2 y
5) (Cuadro 6). Previamente, se coloc6 un trozo de papel filtro (Whatman No.1l;
Advantec, Japan) de 2 cm?, empapado con 10 pL de la solucién estimulo o testigo, en
cada una de las cdmaras laterales del olfatbmetro. Los estimulos se seleccionaron al
azar entre los contemplados para cada serie experimental. Se considerd que el insecto
habia hecho una eleccion cuando recorrio al menos la mitad de la distancia de uno de
los brazos del olfatbmetro. Cuando algin adulto no respondio, fue excluido del
experimento y se sustituy6 por otro. Cada dia se evalué la respuesta de 28 o 42 adultos
a dos o tres estimulos (14 insectos por estimulo), respectivamente, hasta completar 56
repeticiones por cada sexo y estimulo. Hembras y machos se evaluaron en
experimentos separados. Antes de iniciar los ensayos y después de cada serie de 14
repeticiones, el olfatdbmetro se lavd con jabon libre de fosfatos; se enjuagd con agua
destilada, alcohol etilico y acetona, y se mantuvo durante 30 min en un horno, a
temperatura de 200 °C. Las camaras laterales del olfatobmetro se intercambiaron cada
siete insectos, con la finalidad de eliminar el error de posicion.

3.4.4. Analisis estadistico

Los datos de los experimentos de atraccion se analizaron con la prueba para una
proporcion binomial (Proc FREC; SAS, 2004), mediante la cual se determind si la
proporcion observada de insectos que entraron a cada camara del olfatbmetro fue

significativamente diferente a la esperada (0.5) bajo la hipétesis nula.
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1 Cuadro 6. Compuestos volatiles sintéticos evaluados como atrayentes de Anthonomus eugenii, en cinco series de

2 experimentos realizados en un olfatémetro tipo Y.

Serie experimental

Codigo® Compuesto Cant.” 1 2 3 4 5

(Mg) EI1* E2 E3 E4 E5 T* El1 E2 E1 E2 E3 E4 E5 E6 E7 E8 T El E2 E3 El1 E2 T

1 (E)-B-ocimeno 100.0 X X X X
2 (2)-B-ocimeno 100.0 X X X X X X X X X X X X X X X

2a (2)-p-ocimeno 115 X X X X
3 D-limoneno 29.5 X X X X X X X X X X X X X X X X

4 2-isobutil 3-metoxipirazina 50 x® X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
5 -ionona 5.0 X

6 Tetrametil pirazina 5.0 X

7 Hexil butirato 15.0 X

8 (2)-3-hexenil acetato 48.0 X

9 (2)-3-hexenol 29.0 X

10 Terpinoleno 25.0 X

11 3-hexenil butirato 20.0 X

12 Linalool 1.0 X

13 1-Hexanol 29.0 X

14 Salicilato de metilo 35.0 X

15 Feromona de agregacion X X
16 Solvente (aceite mineral) °° X

° Numero consecutivo asignado al compuesto. © Cantidad del compuesto en la mezcla. * Estimulo. ® Testigo. * Este simbolo sefiala que el compuesto de esa hilera se incluyé como parte del estimulo

sefialado en el encabezado de la columna correspondiente. 4 Se utilizé tal como viene formulada. °° Se colocaron 10 pL en el papel filtro.
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3.5. Resultados y discusion

De acuerdo con los resultados de la primera serie de experimentos (Figura
1), dos fuentes de olor atrajeron a hembras y machos de A. eugenii: el compuesto
2-isobutil-3-metoxipirazina (MPIR) y su mezcla terciaria con BOCIlz y DLIM. MPIR
es un potente odorante en frutos de diferentes especies de chile (Zachariah y
Gobinath, 2008), incluyendo C. annnuum (Cremer y Eichner, 2000; In-Kyung et al.,
2007; Fernandez Trujillo, 2007) y C. chinense Jacq. (Pino et al., 2006), pese a su
baja concentracion. La abundancia de este compuesto es mayor en frutos verdes
y disminuye significativamente a medida que maduran (Mazidaa et al., 2005). Por
su parte, el isébmero trans del ocimeno es el compuesto mas abundante en plantas
de Capsicum annuum, en floracion o fructificacion (Addesso et al.,, 2010). El
presente estudio muestra que ambos compuestos, MPIR y BOCIz, contribuyen
para que los adultos de A. eugenii localicen a su hospedero.

La combinacién cuaternaria que incluia B-ionona (BION), solamente estimulo
a las hembras; mas aun, BION contrarrestd el efecto atrayente de la mezcla
terciaria (al sumarse a la misma), en el caso de los machos (Figura 1A). BION es
un compuesto escaso en frutos verdes de chile, pero su abundancia aumenta
cuando estos maduran (Pino et al., 2006) o son procesados (Cremer y Eichner,
2000; Fernandez-Trujillo, 2007). Por lo tanto, es posible que BION sirva a los
machos como sefial de que ha disminuido la calidad de los frutos, para el
consumo.

Cuando se permiti6 a los insectos discriminar entre MPIR y la mezcla
terciaria, ambos sexos eligieron la segunda (Figura 2).

Los compuestos (Z)-3-hexenil acetato (HEXAC) y terpinoleno (TERP),
adicionados individualmente a la mezcla terciaria, propiciaron un aumento en la
respuesta de hembras y machos, respectivamente (Figura 3). El primer
compuesto, combinado con hexil acetato y la feromona de agregacién de A.
musculus Say (Coleoptera: Curculionidae), también atrae mayor proporcion de
hembras de esa especie, con respecto a su feromona sola (Szendrei et al., 2011).
Tal similitud sugiere que HEXAC contribuye para que las hembras de A. eugenii y

A. musculus localicen a su hospedero, posiblemente en la basqueda de sitios de
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apareamiento u oviposicion. Por su parte, TERP se ha identificado en frutos de C.
frutescens L. (Cardeal et al., 2006). Este compuesto, junto con mirceno, tiene un
efecto sinérgico sobre la feromona de Dendroctonus ponderosae Hopkins

(Coleoptera: Curculionidae) (Borden et al., 2008).

[ Testigo © M Estimulo © [ Testigo © I Estimulo ©
S 4 S 4
S 23 S 23
g 234 S 2,34
S 2345 S 2345
S 2346 S ns 23456
1(|)0 5|0 0 5|0 1(|)0 1(|)0 5|0 0 5|0 1(|)0
A Machos que respondieron (%) B Hembras que respondieron (%)

Figura 1. Atraccién de Anthonomus eugenii hacia compuestos volatiles sintéticos,
individuales o combinados. ° 2: (Z)-B-ocimeno; 3: D-limoneno; 4: 2-isobutil-3-
metoxipirazina; 5: B-ionona; 6: tetrametil pirazina; S: solvente. " no significativo; *p

< 0.05; **p £ 0.01, entre la barra oscura y la clara.

[CJEstimulo ° M Estimulo °
Machos 4 s 2,34
Hembras 4 Kk 2,3,4
160 5|0 0 5I0 160

Insectos que respondieron (%)

Figura 2. Respuesta de Anthonomus eugenii a los dos mejores estimulos de la
primera serie de experimentos. © 2: (Z)-B-ocimeno; 3: D-limoneno; 4: 2-isobutil-3-

metoxipirazina. ***p < 0.001, entre la barra oscura y la clara.
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|:| Testigo ° - Estimulo ©

2,3,4 2,3,4,7
2,3,4 2,3,4,8
2,3,4 2,3,4,9
2,3,4 2,3,4,10
234 2,3,4,11
2,3,4 2,3,4,12
2,3,4 2,3,4,13
2,3,4 2,3,4,14
160 160
A Machos que respondieron (%0)
|:| Testigo ° - Estimulo °
2,34 | 2,347
2,34 * 2,3,4,8
2,3,4 | 2,3,4,9
2,3,4 | 2,3,4,10
2,34 | 2,3,4,11
2,34 | 2,3,4,12
2,3,4 | 2,3,4,13
2,34 | 2,3,4,14
160 5'0 6 5'0 160
B Hembras que respondieron (%)

Figura 3. Atraccion de Anthonomus eugenii hacia mezclas cuaternarias de
compuestos volatiles sintéticos. © 2: (Z)-B-ocimeno; 3: D-limoneno; 4: 2-isobutil-3-
metoxipirazina; 7: hexil butirato; 8: (Z)-3-hexenil acetato; 9: (Z)-3-hexenol; 10:
terpinoleno; 11: (Z)-3-hexenil butirato; 12: linalool; 13: 1-Hexanol; 14: salicilato de

metilo. . ™ no significativo; *p < 0.05; **p < 0.01, entre la barra oscura y la clara.
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De acuerdo con los resultados del cuarto experimento, hubo una respuesta
diferente de A. eugenii a los isémeros BOCIz, BOCle y DLIM (Figura 4). Al
sustituir BOClz por BOCle en la combinacion terciaria, identificada como atrayente
(Figura 1), y ofrecer ambas fuentes de olor a A. eugenii, mas machos del picudo
del chile prefirieron la mezcla con BOCle, en tanto que las hembras no mostraron
diferencia en la eleccién (Figura 4). BOCle es el principal compuesto volatil que se
libera durante la floracion y fructificacion de C. annuum, y su abundancia se
relaciona en forma directamente proporcional con la atraccién de A. eugenii hacia
tal especie vegetal (Addesso et al., 2010). Esto ultimo explica la importancia del
BOCIe en la mezcla cuaternaria evaluada en el experimento 4. La respuesta de A.
eugenii a los volatiles de su hospedero, no disminuyd al excluir al otro isémero,
DLIM (Figura 4), por lo que se puede prescindir de este compuesto en la mezcla
sintética atrayente. La respuesta de A. eugenii ante los tres compuestos anteriores
asemeja a la de otros curculionidos, como Anthonomus grandis Boheman
(Dickens y Prestwich, 1989), Dendroctonus mexicanus Hopkins (Diaz-Nufiez et al.,
2006) y Aegorhinus superciliosus Guérin (Mutis et al., 2010), los cuales también
cambian su comportamiento en respuesta a diferentes isomeros.

Los datos de la quinta serie experimental (Figura 5) sefialan que los
compuestos del chile atraen igual nimero de hembras y mayor cantidad de
machos adultos que la feromona de agregacion de A. eugenii. Estos resultados, y
los obtenidos en los experimentos anteriores (Figuras 1, 2, 3 y 4), demuestran que
los compuestos volatiles del hospedero tienen potencial para funcionar como
atrayentes del picudo del chile. No obstante, es necesario evaluar si la
competencia con la feromona de los machos silvestres afectaria su eficacia en
campo. El efecto contrario ocurre al monitorear a la plaga mediante trampas con
feromona: las capturas disminuyen a medida que hay mas flores y frutos (Eller et
al., 1994).

El combinar los compuestos volatiles de Capsicum y la feromona de
agregacion de A. eugenii tendria mas posibilidades de éxito que el uso de un solo
semioquimico. Lo anterior es factible en el caso de los machos, cuya respuesta

fue mayor hacia la mezcla (Figura 5A). Similarmente, los compuestos de plantas
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hospederas aumentan el efecto atrayente de las feromonas de otras especies de
Anthonomus (Dickens, 1989; Cross et al., 2006; Szendrei et al., 2011) y de
diversos curculiénidos (Reddy y Guerrero, 2004; Francke y Dettner, 2005).

A diferencia de los machos, las hembras respondieron igual a la feromona y
a su combinacion con los compuestos volatiles de chile (Figura 5B). Tal
comportamiento podria tener relacibn con su estatus sexual (Addesso y
McAuslane, 2009). Son necesarios experimentos con hembras copuladas y

virgenes para dilucidar la influencia de este factor.

|:| Estimulo ° B Estimulo ©
2,34 * 12334
1,2a,3,4 ns 1,234
100 50 0 50 100
A Machos que respondieron (%)
|:| Estimulo ° . Estimulo °
2,34 ns 123,34
1!2a5314 ns 1|2a14
100 50 0 50 100
A Hembras que respondieron (%)

Figura 4. Efecto de isébmeros del (Z)-B-Ocimeno en la respuesta de Anthonomus
eugenii a compuestos volatiles de su hospedero. ° 1: (E)-B-Ocimeno; 2: (2)-B-
Ocimeno (100 pg); 2a: (2)-p-Ocimeno (11.5 pg); 3: D-limoneno; 4: 2-isobutil-3-

metoxipirazina. " no significativo; *p < 0.05, entre la barra oscura y la clara.
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Testigo ° Estimulo °

Aire *okk FA

1,2a,4
*%k% 1&4y
FA O ] + FA

100 50 0 50 100
A Machos que respondieron (%)

Testigo © Estimulo °©

Aire * FA

FA + FA

100 50 0 50 100
B Hembras que respondieron (%)

Figura 5. Respuesta de Anthonomus eugenii a compuestos volétiles de su
hospedero y a su combinacién con la feromona de agregacién comercial. ° 1. (E)-
B-ocimeno; 2a: (Z)-B-ocimeno; 4: 2-isobutil-3-metoxipirazina; FA: feromona de
agregacion. " no significativo; *p < 0.05; **p < 0.01, entre la barra oscura y la

clara.

Los experimentos llevados a cabo en el presente estudio permitieron
discriminar compuestos de Capsicum, con base en su potencial atrayente sobre A.
eugenii. Tres compuestos volatiles sintéticos (BOCle, BOCIlz y MPIR) ejercieron
este efecto en hembras y machos del insecto, y otros dos (HEXAC y TERP), en
los adultos de un solo sexo. Similarmente, los compuestos volatiles del hospedero
y su combinacién con la feromona de agregacion de A. eugenii, atrajeron mas
machos que la feromona sola. El potencial de las mezclas atrayentes identificadas
en este estudio, podria aumentar con la inclusién de otros compuestos volatiles

del hospedero que se producen en mayor cantidad durante la alimentacion de A.
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eugenii (Addeso et al., 2010). Experimentos de campo mostraran la efectividad de

tales moléculas en el monitoreo o control del picudo del chile.

3.6. Conclusiones

La mezcla de (2)-p-ocimeno, D-limoneno y 2-isobutil-3-metoxipirazina atrajo
a hembras y machos adultos de Anthonomus eugenii. La combinacion de estos
tres compuestos volatiles con (Z)-3-hexenil acetato y terpinoleno propicié un
aumento en la respuesta de hembras y machos, respectivamente.

La sustitucion de (Z)-B-ocimeno por (E)-B-ocimeno aumento la respuesta de
los machos, mientras que la eliminacién de D-limoneno de la mezcla, no redujo su
efectividad atrayente.

La mezcla de tres compuestos volatiles del chile [(E)-B-ocimeno, [(Z)-B-
ocimeno y 2-isobutil-3-metoxipirazina] fue tan atractiva como la feromona de
agregacion de A. eugenii, para hembras y machos de esta especie.

La combinacion de (E)-B-ocimeno, (Z)-B-ocimeno 'y 2-isobutil-3-
metoxipirazina, con la feromona de agregacion de A. eugenii, atrajo mas machos
gue la feromona sola.
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CAPITULO 4. LIBERADORES PARA COMPUESTOS VOLATILES
ATRAYENTES DEL PICUDO DEL CHILE

4.1. Resumen

El uso de compuestos volatiles del hospedero podria mejorar el sistema de
monitoreo y las tacticas de control del picudo del chile (Anthonomus eugenii
Cano). Tres sustancias liberadas por Capsicum spp., principal hospedero del
insecto, han mostrado potencial para atraer a A. eugenii: (Z)-B-ocimeno, 2-isobutil-
3-metoxipirazina y 3-hexen-1-ol acetato. Sin embargo, se carece de un dispositivo
adecuado para la liberacion de tales moléculas. En esta investigacion se
realizaron dos experimentos, para estudiar la dinamica de emision de las tres
sustancias sefaladas, en distintos emisores. En el primer experimento se
compararon las tasas de liberacibn de los compuestos en cinco tipos de
liberadores (septos de caucho, bolsas de polietileno, tubos eppendorf con o sin
perforacion en la tapa y viales de vidrio) y utilizando dos solventes (hexano o
aceite mineral). En el segundo experimento, uno de los dispensadores se eligié
para estudiar las tasas de liberacion de los compuestos en condiciones de
invernadero, con relacion a variables ambientales y del propio liberador. Los
resultados sefalaron a los viales de vidrio con tapa de caucho como los mas
adecuados para la liberacion de los tres compuestos. Las tasas de liberacion
fueron mas altas (P < 0.001) en dispensadores con hexano. Las variables numero
de orificios, temperatura, humedad relativa y tiempo de exposicidén de los emisores
en el invernadero, explicaron la mayor parte de la variabilidad de las tasas de
liberacion.

Palabras clave: Anthonomus eugenii, 3-hexen-1-ol acetato, 2-isobutil-3-

metoxipirazina, liberadores de semioquimicos, tasas de liberacion, (Z)-p-ocimeno.
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4.2. Abstract

The use of host-plant volatiles could improve the monitoring system and the tactics
to control the pepper weevil (Anthonomus eugenii Cano). Three substances
produced by Capsicum spp., main host of the insect, have shown potential to
attract A. eugenii adults: (Z)-B-ocimene, 2-isobutyl-3-methoxypyrazine and 3-
hexen-1-ol acetate. We lack of a suitable device for the release of such molecules,
however. In this research, two experiments were conducted to study the emission
dynamics of the three substances from different dispensers. In the first experiment,
the release rates of the compounds on five types of releasers (rubber septa,
polyethylene bags, eppendorf tubes with or without holes in the lid and glass vials)
and using two solvents (hexane or mineral oil) were compared. In the second
experiment, one of the dispensers was chosen to study the release rates of the
compounds under greenhouse conditions, in relation to environmental and
releaser’s variables. The results showed that the glass vials with rubber cap were
the most suitable for the release of the three compounds. The release rates were
higher (P < 0.001) in dispensers with hexane. The number of holes, temperature,
relative humidity and lifetime of the emitters, were the factors explaining most of
the variability in release rates.

Palabras clave: Anthonomus eugenii, 3-hexen-1-ol acetate, 2-isobutyl-3-

methoxypyrazine, release rates, semiochemical dispensers, (Z)-B-ocimene.
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4.3. Introduccion

El picudo del chile (Anthonomus eugenii Cano; Coleoptera: Curculionidae) es
una plaga de gran importancia econdmica en todas las entidades de la Republica
Mexicana en las que se cultiva chile, asi como en otras regiones tropicales y
subtropicales del continente americano (Abreu y Cruz, 1985; Andrews et al., 1986;
Arcos et al., 1998; Toapanta et al., 2005). Entre las alternativas para el manejo de
esta especie se encuentra el uso de semioquimicos, compuestos que, al ser
emitidos por un organismo inducen una respuesta conductual o fisiolégica en
individuos de su propia especie o de alguna otra. Estas sustancias actuan
usualmente a concentraciones bajas y pueden dispersarse, con rapidez, a largas
distancias (Heuskin et al., 2011), por lo que han adquirido relevancia en el
monitoreo y control de plagas agricolas (Suckling, 2000).

Se ha identificado una serie de sustancias volatiles en Capsicum spp.
(Addesso et al., 2010; Veladzquez-Gonzalez, 2011; Mufiz-Merino et al., sin
publicar) y Solanum americanum Mill (Mufiiz-Merino et al., sin publicar), principales
hospederos del picudo del chile. Algunas de estas tienen potencial para ser
utilizadas como atrayentes del insecto. Entre los compuestos mas promisorios
para utilizarse como mezcla kairomonal o en combinacién con una feromona de
agregacion aislada de los machos de A. eugenii (Eller et al., 1994) se encuentran
(2)-B-ocimeno, 2-isobutil-3-metoxipirazina y 3-hexen-1-ol acetato (Muiiz-Merino et
al., en prensa). Los compuestos anteriores podrian ser empleados para mejorar la
eficacia del monitoreo o para disefiar alguna tactica de control de A. eugenii,
basada en el uso de semioquimicos. Por lo tanto, es necesario contar con un
dispositivo adecuado para la liberacién de estas moléculas.

Diversos materiales han sido evaluados como dispensadores de
semioquimicos. Entre los mas comunes, se encuentran los septos de caucho,
tubos de polietileno y viales de diversos tipos (Torr et al., 1997; Méttus et al., 1997,
Hoffmeyr et al., 2009). Materiales similares podrian ser utiles para la liberacion de
los compuestos atrayentes del picudo del chile, si permiten que el semioquimico

actue eficazmente.
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Un semioquimico es eficaz cuando se libera a la atmésfera en las dosis y
dosificaciones que aseguren una concentracion a la cual el organismo blanco lo
pueda detectar (Heuskin et al., 2011). Tal liberacién podria ser afectada por una
serie de factores, tales como la velocidad de difusion de los compuestos a través
del dispensador (Kriiger y Tolmay, 2002), la composicién (Golub et al., 1983),
tamafno (Hofmeyr y Burger, 1995), forma y grosor del mismo (Heuskin et al., 2011),
y las condiciones ambientales predominantes durante su uso (Bradley et al.,
1995). En esta investigacion, se compard la emision de los tres compuestos
atrayentes del picudo del chile, en cinco tipos de liberadores y utilizando dos
solventes distintos. Posteriormente, se seleccion6 uno de los dispensadores y se
utilizé para estudiar las tasas de liberacién de los tres compuestos volatiles, en
condiciones de invernadero. El objetivo general del trabajo fue el de identificar un
liberador potencial para la emision de los compuestos atrayentes del picudo del
chile, asi como determinar la influencia de la temperatura, humedad relativa y
tiempo de exposicion del dispositivo, en las tasas de liberacion de cada
compuesto.

4.4. Materiales y métodos
4.4.1. Lugar de estudio

Los experimentos se realizaron en un tunel de viento y en un invernadero,
ambos localizados en las instalaciones del Colegio de Postgraduados Campus
Montecillo (19° 27' 38" de latitud norte, 98° 54' 11" de longitud oeste y altitud de
2250 m), en Texcoco, Estado de México, México.

4.4.2. Compuestos

Se estudiaron las tasas de liberacion de tres compuestos volatiles (se indica
su pureza): (Z)-B-ocimeno [mezcla de (Z)-B-ocimeno (63.4 %) y D-limoneno (26.6
%)], 2-isobutil-3-metoxipirazina (99 %) y (Z)-3-hexen-1-ol acetato (98 %). Estos se
adquirieron con la compaiiia Sigma-Aldrich de México (Toluca, Estado de México,
México). El picudo del chile respondi6 a una mezcla de estas sustancias en

experimentos de comportamiento previos (Muiiz-Merino et al., en prensa).
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4.4.3. Liberadores

Se evaluaron cinco tipos de liberadores: viales de vidrio color ambar, con
tapa de caucho (Agilent Technologies®) y capacidad de 2 mL (V); tubos eppendorf
de 1.5 mL (Sartdel®), cerrados y con una perforacion en la tapa (TP); tubos
eppendorf (Sartdel®) cerrados, sin orificio en la tapa (TC); bolsas de polietileno
(1000 um de espesor) de 4 x 5 cm (B) y septos de caucho rojo de 8 mm (Sigma-
Aldrich®) (S). A los viales se les hicieron 1, 5, 9 o 13 perforaciones en la tapa,
dependiendo del experimento, con un alfiler de 2 mm de diametro.
4.4.4. Experimento en tunel de viento

Este experimento se disefio con la finalidad de comparar las tasas de
liberacion (TL) de (Z)-B-ocimeno (BOCIz), 2-isobutil-3-metoxi pirazina (MPIR) y
(2)-3-hexen-1-ol acetato (HEXAC), en los cinco tipos de dispositivos descritos y
con el uso de dos solventes; en total resultaron nueve tratamientos (ya que no
hubo septos con solucién en aceite mineral). En los viales, tubos eppendorf y
bolsas de polietileno, se colocé una solucibn que contenia 4 mg de cada
compuesto, diluidos en 1 mL de hexano grado HPLC (J. T. Baker; Toluca, Estado
de México, México) o 0.5 mL de aceite mineral; en los septos solo se vertié 1 mL
de la solucién en hexano. Inmediatamente después, los viales y tubos se cerraron
con sus respectivas tapas, las aberturas de las bolsas de polietilieno se sellaron
con calor y los septos se colocaron en una campana de extraccion para
evaporarles el solvente; a las tapas de los tratamientos con TP y V se les hicieron
uno y cinco orificios, respectivamente. Enseguida, los liberadores se distribuyeron
al azar en un tanel de viento de acrilico, colocado dentro de una cédmara de
madera. El cuarto se mantuvo a una temperatura de 26 + 2 °C e iluminado con dos
lamparas Phillips® de 59 W. Una corriente continua de aire a velocidad de 4 kph se
generé con un extractor, durante el tiempo que duré el estudio (22 dias). El
experimento consto de tres repeticiones, establecidas en dias consecutivos. En los
dias 1, 8, 15y 22, los volatiles de cada liberador se colectaron mediante aireacion
dindmica. Este método permite recuperaciones superiores al 87 % (Velazquez-
Gonzalez et al., 2011). Un liberador se coloco dentro de un frasco cilindrico de

vidrio, con capacidad de 500 mL, a través del cual se hizo pasar aire con un flujo

56



de 60 mL/min. Este se impulsé desde un tanque de aire comprimido extraseco y
se regulé con un flujbmetro Gilmont® (Cole Parmer; IL, USA). En el punto de
ingreso del aire se colocé un cartucho empacado con 0.1 g de adsorbente Ténax®
(Sigma-Aldrich de México; Toluca, Estado de México, México), el cual fungié como
filtro. Otros dos cartuchos iguales se colocaron en linea, a la salida del frasco,
para la colecta de los compuestos provenientes del dispensador. La captura se
realiz6 durante tres horas. Cuatro o cinco frascos se colocaron a un mismo tiempo,
de manera que las capturas se realizaron en dos series; en la primera se
muestrearon los cinco liberadores con solucién de hexano y en la segunda los
cuatro emisores con aceite mineral. Las capturas se realizaron entre las 10y 17 h
del dia; la primera de ellas se hizo 15 h después de haber establecido el
experimento, y se consider6 como el muestreo en el dia 1. Los compuestos
colectados se eluyeron de cada cartucho con 3 mL de hexano grado HPLC. La
solucion resultante se concentré a 1 mL, con una corriente suave de nitrdgeno y
se colocé en un vial de vidrio &mbar (2 mL de capacidad; Agilent-Technologies®).
Las muestras asi obtenidas se almacenaron a -5 °C hasta su analisis, durante el
cual se diluyeron o concentraron cuando asi se requirio.

Las muestras se analizaron en un cromatografo de gases acoplado a un
espectrometro de masas (HP 6890: HP 5973; Agilent, Palo Alto, CA, USA). El
equipo se operd en las condiciones descritas por Velazquez-Gonzalez et al.
(2011). La cuantificacion se realizd por el método del estandar externo, mediante
curvas de calibracion elaboradas a partir de cinco diluciones de cada compuesto,
a concentraciones de 0.5, 1, 10, 50 y 100 ppm. Todas las curvas tuvieron valores
de R? superiores a 0.99. Los limites de cuantificacion, determinados mediante el
método de la US EPA (2000), fueron: 0.26, 0.13 y 0.44 ng/uL, para (Z)-g-ocimeno,
2-isobutil-3-metoxi pirazina y (Z)-3-hexen-1-ol acetato, respectivamente. Las
lecturas por debajo del punto mas bajo de las curvas de calibracion se
consideraron no detectables.

4.4.5. Experimento en invernadero
Este experimento tuvo como finalidad analizar las TL de BOCIlz, MPIR y

HEXAC, en viales ambar, con relacion a la cantidad de orificios en la tapa, tiempo
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de exposicion de los dispensadores en el invernadero, temperatura y humedad
relativa. Const6 de 17 tratamientos, que correspondieron a las 13 combinaciones
de compuesto y numero de orificios (1, 5, 9 y 13) méas cuatro testigos (frascos
vacios con 1, 5, 9 o 13 orificios en la tapa). En cada vial se depositaron 300 uL de
un solo compuesto. Después de cerrar los viales y hacer las perforaciones, se
pusieron en una rejilla de acrilico (0.4 cm de altura), separados 5 cm entre si. La
rejilla se coloc6 en un invernadero, a 1.5 m por debajo de una malla (20 % de
sombreo). Al dia siguiente (dia 1) se realizaron dos pesajes de los liberadores, el
primero a las 8 y el segundo a las 18 h; al momento de hacer el primero habian
transcurrido 15 h desde el establecimiento del experimento. La TL de cada vial se
calcul6 a partir de la diferencia entre las dos lecturas, después de corregirlas con
base en los pesos del testigo correspondiente. El procedimiento se repitié una vez
por semana, en el transcurso de 92 dias. Durante este tiempo se registro la
temperatura y humedad relativa, a intervalos de 30 min. El experimento se
establecié en un disefio completamente al azar con tres repeticiones. Las TL del
experimento en invernadero se compararon con las tasas de liberacion de
referencia (TR) de cada compuesto. Las TR se calcularon previamente, mediante
cuantificacion de muestras obtenidas a partir de la mezcla de BOCIlz, MPIR y
HEXAC gue atrajo a los adultos de A. eugenii (ver. Capitulo 2).
4.4.6. Analisis estadisticos

Todos los analisis estadisticos se ejecutaron con el programa SAS v. 9.1
(SAS, 2004). Los datos del experimento en el tinel de viento se sometieron a
andlisis de varianza para medidas repetidas en el tiempo (Proc Mixed) v,
posteriormente, a comparacion mdultiple de medias (ajustadas mediante el
procedimiento de Tukey-Kramer) entre los cinco tipos de liberadores, o entre los
dos solventes, en cada fecha de muestreo. Las TL del segundo experimento se
sometieron a un analisis de regresion lineal mdultiple, para ajustar modelos
explicativos. Cuatro variables independientes se incluyeron inicialmente: namero
de orificios en la tapa del liberador, tiempo de exposicion del liberador en el

invernadero, temperatura y humedad relativa. Las variables significativas para los
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modelos finales se determinaron mediante el procedimiento de seleccion por
pasos (stepwise; proc Reg).

4.5. Resultados y discusién

4.5.1. Tasas de liberacion de cinco tipos de emisores

Los emisores de semioquimicos se clasifican en tres tipos (Heuskin et al.,
2011): de matriz sélida, formulaciones liquidas para pulverizar y formulaciones de
tipo reservorio. Dos de los liberadores incluidos en el presente trabajo son de
matriz solida (bolsas de polietileno y septos de caucho) y tres de tipo reservorio
(tubos eppendorf con o sin orificio, y viales de vidrio). Estos se evaluaron en el
primer experimento.

Los resultados de tal experimento indicaron que en todas las fechas de
muestreo hubo diferencias (P < 0.05) entre las TL de (2)-B-ocimeno (BOCIz), 2-
isobutil-3-metoxipirazina (MPIR) y 3-hexen-1-ol acetato (HEXAC), en los cinco
dispensadores evaluados, cuando se utilizé hexano como solvente. En los
liberadores tipo bolsa de polietileno (B) y septo de caucho (S), las TL de los tres
compuestos disminuyeron drasticamente del dia 1 (D1) al 8 (D8), y llegaron a
niveles no detectables a partir del dia 15 (D15) (figuras 6,7 y 8). Tal dificultad para
mantener TL constantes es una caracteristica comun de los dispensadores de
matriz sélida (Stipanovic et al., 2004). Los emisores tipo vial (V), tubo eppendorf
con una perforacién (TP) y tubo eppendorf sin orificios (TC), permanecieron
liberando los tres compuestos hasta el dia 22 (D22) (figuras 6, 7 y 8). Esto
concuerda con lo expuesto por Atterholt et al. (1999), quienes afirman que los
sistemas de tipo reservorio son los mas adecuados para conseguir tasas de
liberacion estables.

Las TL también variaron (P < 0.05) entre los liberadores con compuestos
diluidos en aceite mineral, durante todas las fechas de muestreo, pero se
mantuvieron mas estables de una fecha a otra. V, TP y B liberaron BOClz y MPIR
en las cuatro fechas, y HEXAC en D1, D8 y D15 (V) oen D1y D8 (TP y B). TC
liberé BOCIz solamente en D1, MPIR en todas las fechas y HEXAC en D15y D22
(figuras 6,7 y 8). Estos resultados sefialan nuevamente a los viales como los

liberadores mas adecuados para las sustancias estudiadas. También muestran
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que el aceite mineral permite un mejor control de las TL; al parecer, cuando se

utiliza este solvente, las TL dependen mas de las sustancias a liberar.
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Figura 6. Tasas de liberacion de (Z)-B-ocimeno en cinco tipos de emisores,
utilizando dos solventes. V: vial; TP: tubo eppendorf con un orificio en la tapa; TC:
tubo eppendorf sin orificio; B: bolsa de polietileno; S: septo de caucho. EE: error
estandar. Medias con la distinta letra son estadisticamente diferentes (Tukey,
0a=0.05).
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Figura 7. Tasas de liberacion de 2-isobutil-3-metoxipirazina en cinco tipos de
emisores, utilizando dos solventes. V: vial; TP: tubo eppendorf con un orificio en la
tapa; TC: tubo eppendorf sin orificio; B: bolsa de polietileno; S: septo de caucho.
EE: error estandar. Medias con la distinta letra son estadisticamente diferentes
(Tukey, a=0.05).
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Las TL se mantuvieron bajas (P < 0.0001) en aceite, en comparacion con las
TL de compuestos en hexano (Figura 9), e incluso alcanzaron niveles no
detectables, lo cual indica que un volumen de las sustancias se qued6 atrapado en
el solvente. Las TL bajas serian favorables para mantener la liberacion durante un
tiempo prolongado, pero las TL imperceptibles representan un problema. El
mantener la emision a TL detectables posiblemente se conseguiria disminuyendo
el volumen de aceite y/o aumentando la concentracion del compuesto en el

liberador.
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Figura 9. Tasas de liberacion de (Z)-B-ocimeno (A), 2-isobutil-3-metoxipirazina (B)
y 3-hexen-1-ol-acetato (C) en emisores tipo vial, con aceite 0o hexano como
solventes. ***: diferencia significativa a P < 0.0001, entre la barra oscura y la clara

de la misma fecha.
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4.5.2. Tasas de liberacion de emisores tipo vial en invernadero

De acuerdo con Kriger y Tolmay (2002), la liberacién de semioquimicos a la
atmosfera depende principalmente de la velocidad de difusion de los compuestos
a través del dispensador y de la velocidad de evaporacion de las moléculas en el
aire. La magnitud con que influye el primer factor esta determinada por las
caracteristicas del emisor (Hoffmeyr y Burger, 1995; Stipanovic et al., 2004)
mientras que la del segundo depende primordialmente de las condiciones
ambientales (Alfaro-Cid et al., 2009). En este trabajo, se muestra que la difusion
de los compuestos evaluados, en los liberadores tipo vial, se puede controlar
variando la cantidad de orificios en la tapa. Los emisores V con 1, 5, 9 o 13
orificios, permanecieron liberando BOCIz, MPIR y HEXAC por 51 o mas dias; la
duracion de este periodo fue proporcional a la cantidad de perforaciones (Figura
9).

Para que un semioquimico sea eficiente en el manejo de plagas, el emisor
debe asegurar que la concentracién de los compuestos de interés en el aire sea lo
suficientemente alta, de manera que los insectos los detecten (Heuskin et al.,
2011). Las TL de BOCIz y HEXAC, determinadas en el presente estudio,
coincidieron con las tasas de referencia (TR) o se mantuvieron cercanas a estas a
lo largo de los periodos de emision correspondientes. Lo anterior se consiguié con
uno (HEXAC) y cinco (BOCIz) orificios en la tapa del vial (Figura 10). En el caso
de MPIR, todas las TL (independientemente del nimero de orificios) superaron a
la TR (0.47 pg/h). Tasas de liberacion de este Ultimo compuesto, mas cercanas a
la TR, podrian lograrse al diluirlo en aceite mineral o utilizando otro tipo de

dispensador, como el tubo eppendorf.
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Figura 10. Tasas de liberacion de (Z)-p-ocimeno (A), 2-isobutil-3-metoxi-pirazina
(B) y 3-hexen-l-ol-acetato (C) en viales de vidrio con orificios en la tapa.
Referencia: tasa de liberacién a la que respondieron los insectos en laboratorio.
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4.5.3. Influencia de factores ambientales y del emisor en las tasas de liberacion

Los modelos de regresion generados para explicar la variacién en las TL de
los emisores tipo vial, incluyeron al menos dos de las cuatro variables
consideradas originalmente (cuadros 7 y 8). La cantidad de orificios en la tapa del
liberador fue la variable que mas influy6 en las TL de BOCIlz y HEXAC, las cuales
aumentaron en proporcion directa con este factor. En tanto, la humedad relativa
contribuyé en mayor medida al aumento en las TL de MPIR (Cuadro 8).
Variaciones en las TL con relacion a las caracteristicas del dispensador, también
han sido observadas en la liberacion de otras kairomonas, como 1-octen-3-ol, 4-
metilfenol y 3-n-propilfenol, compuestos atrayentes de la mosca tsetse (Glossinna
sp.; Diptera: Glossinidae) (Torr et al., 1997). La humedad relativa también se ha
seflalado como uno de los factores que controlan la velocidad de evaporaciéon de
semioquimicos (Alfaro-Cid et al., 2009).

La temperatura ambiental influyd significativamente en la liberacion de los
tres compuestos estudiados, propiciando un aumento en sus TL (Cuadro 8). Este
es el factor sefialado con mayor frecuencia como responsable del aumento en las
TL de diversos semioquimicos. Los compuestos reportados incluyen kairomonas
(Torr et al., 1997) feromonas (Van der Kraan y Ebbers, 1990.; Atterholt et al.,
1999; Johansson et al., 2001; Cork et al., 2008) y alomonas (Shem et al., 2009).
También se han desarrollado modelos para predecir las TL de sustancias como
tetradecenil acetato, un componente de feromonas de lepidépteros (Bradley et al.,
1995).

La contribucién de la temperatura a la variacién global de las TL de los tres
compuestos fue menor con respecto a la influencia de otras variables, a juzgar por
los coeficientes de determinacion parciales de los modelos correspondientes
(Cuadro 8). Lo anterior podria deberse a la oscilacion de las temperaturas medias
durante el tiempo que duro el estudio (30-46 °C). Este factor podria adquirir mayor
importancia bajo condiciones de mayor variacion de la temperatura.

Otra variable importante en la liberacion de compuestos volatiles fue el
tiempo de exposicion de los liberadores en el invernadero; las TL de BOCIz

disminuyeron significativamente con el transcurso del tiempo (cuadros 7 y 8).
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Similarmente, las TL de compuestos constituyentes de las feromonas de
Helicoverpa zea Boddie (Lepidoptera: Noctuidae) (Lopez et al.,, 1991) y Cydia
pomonella L. (Lepidoptera: Olethreutidae) (Kehat et al., 1994) decrecen con el
tiempo. Tal disminucion podria estar relacionada con el volumen residual del
compuesto en el dispensador, como ocurre con la feromona de C. pomonella
(McDonough et al., 1992).

Cuadro 7. Modelos de regresion lineal multiple generados para tres compuestos

volatiles, liberados en viales de vidrio.

Compuesto Modelo R? Pr>F

(2)-B-ocimeno TL=-98.7192 - 1.1452 (1) + 6.057 (T) + 14.4916 (O) 0.7163 < 0.0001
2-isobutil-3-metoxipirazina TL= -393.3478 + 7.8731 (T) + 6.4798 (H) + 9.4234 (O) 0.7144 < 0.0001

3-hexen-1-ol acetato TL=-117.3286 + 5.7484 (T) + 19.2055 (O) 0.7295 < 0.0001

TL: tasa de liberacion (ug/h). t: tiempo de exposicion del liberador (dias). T: temperatura ambiente (°C). O: ndmero de orificios

en la tapa del emisor.

Cuadro 8. Contribucién de variables en los modelos de regresién generados para

tres compuestos volatiles, liberados en viales de vidrio.

Compuesto Variable R? parcial Valor de F Pr>F
(2)-B-ocimeno Tiempo de exposicion 0.0677 8.59 0.0058
Temperatura ambiental 0.0610 6.43 0.0156

Numero de orificios 0.5876 54.14 < 0.0001

2-isobutil-3-metoxipirazina Temperatura ambiental 0.1133 9.31 0.0037
Humedad relativa 0.3111 52.29 < 0.0001

Numero de orificios 0.2899 20.41 < 0.0001

3-hexen-1-ol acetato Temperatura ambiental 0.0932 14.82 0.0004
NUmero de orificios 0.6363 76.97 <0.0001
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Los modelos de regresion descritos podrian ser Gtiles en la estimacion de la
cantidad de orificios necesarios para alcanzar TL predeterminadas de BOCIz,
MPIR y HEXAC, cuando se planeé utilizar viales con tapa de caucho como
liberadores.

4.6. Conclusiones

Los liberadores tipo vial con hexano o aceite mineral, mantuvieron las tasas
de liberacibn mas estables (con relacion a todos los emisores) de (Z)-B-ocimeno,
2-isobutil-3-metoxipirazina y 3-hexen-1-ol acetato, en el tunel de viento, durante
las cuatro fechas de muestreo. Las tasas de liberacion de los tres compuestos
fueron mas bajas cuando estos se disolvieron en aceite mineral que cuando se
disolvieron en hexano.

Los emisores tipo vial con 1, 5, 9 o 13 orificios en la tapa, liberaron (Z)-B-
ocimeno, 2-isobutil-3-metoxipirazina y 3-hexen-1-ol acetato de forma estable
durante 51 o mas dias, en invernadero. Bajo las mismas condiciones, las tasas de
liberacién de 3-hexen-1-ol acetato y de (Z)-B-ocimeno se mantuvieron iguales o
cercanas a las tasas de referencia, en viales con 1 y 5 orificios en la tapa,
respectivamente, durante 72 o mas dias.

Los modelos de regresion generados para los tres compuestos fueron
significativos y mostraron buenos ajustes (R? superiores a 0.71). La mayor parte
de la variabilidad en las tasas de liberacién fue explicada por la cantidad de
orificios en la tapa de los viales, en el caso de (Z)-B-ocimeno y 3-hexen-1-ol
acetato, y por la humedad relativa, en el caso de 2-isobutil-3-metoxipirazina. La
temperatura fue un factor importante en las tasas de liberacién de los tres
compuestos, y el tiempo de exposicion de los emisores influyé en las tasas de

liberacion de (Z)-B-ocimeno.
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CONCLUSIONES GENERALES

Se identificaron 44 compuestos volétiles en las yemas florales y frutos de las
cuatro especies hospederas de Anthonomus eugenii (Capsicum annuum, C.
frutescens, C. pubescens y Solanum americanum) contempladas en la
investigacion. Estos correspondieron a seis grupos funcionales, predominando

hidrocarburos y ésteres, por su frecuencia y abundancia.

Los compuestos (Z)-3-Hexenol, (E)-B-ocimeno, (3E)-4,8-dimetil-1,3,7-
nonatrieno, metil salicilato, p-elemeno, coincidieron en todas las plantas

hospederas analizadas.

Los compuestos (Z)-3-Hexenol, (E)-B-ocimeno, (3E)-4,8-dimetil-1,3,7-
nonatrieno, metil salicilato, B-elemeno, hexil acetato, (Z)-3-hexenil butirato, (Z)-3-
Hexenil isovalerato, (Z)-3-Hexenil isovalerato, (Z)-3-Hexenil isobutirato, hexil
butirato y (E)-2-Hexenil 2-metilbutirato estuvieron presentes en las tres especies

del género Capsicum (C. annuum, C. frutescens y C. pubescens).

Una mezcla sintética terciaria de (Z)-B-ocimeno, D-limoneno y 2-isobutil-3-
metoxipirazina atrajo a hembras y machos adultos de Anthonomus eugenii. La
suma de (Z)-3-hexenil acetato o terpinoleno, a la combinacién anterior, propicié un

aumento en la respuesta de hembras y machos, respectivamente.

La sustitucion de (Z)-B-ocimeno por (E)-B-ocimeno, en la mezcla sintética
terciaria, aumentd la respuesta de los machos, mientras que la eliminacion de D-

limoneno, no redujo la efectividad atrayente de la misma.

La mezcla de los compuestos volatiles (E)-B-ocimeno, (Z)-B-ocimeno y 2-
isobutil-3-metoxipirazina, fue tan atractiva como la feromona de agregacion de A.

eugenii, para hembras y machos de esta especie.

La combinacibn de (E)-B-ocimeno, (Z)-B-ocimeno y 2-isobutil-3-
metoxipirazina, con la feromona de agregacion de A. eugenii, atrajo mas machos

que la feromona sola.

Los liberadores tipo vial mantuvieron las tasas de liberacion de (Z2)-p-

ocimeno, 2-isobutil-3-metoxipirazina y 3-hexen-1-ol acetato mas estables.
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Las tasas de liberacion de 3-hexen-1-ol acetato y de (Z)-B-ocimeno se
mantuvieron iguales o cercanas a las tasas de referencia, en viales con 1y 5

orificios en la tapa, respectivamente, durante 72 o mas dias.

La mayor parte de la variabilidad en las tasas de liberacion fue explicada por
la cantidad de orificios en la tapa de los viales, en el caso de (Z)-B-ocimeno y 3-
hexen-1-ol acetato, y por la humedad relativa, en el caso de 2-isobutil-3-
metoxipirazina. La temperatura fue un factor importante en las tasas de liberacion
de los tres compuestos, y el tiempo de exposicion de los emisores influy6 en las

tasas de liberacion de (Z)-B-ocimeno.
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