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ATRACCION DE ADULTOS DEL PICUDO DEL CHILE (Anthonomus eugenii
CANO) CON MEZCLAS DE COMPUESTOS VOLATILES SINTETICOS

Adriana Bautista San Juan, M. en C.

Colegio de Postgraduados, 2019.

RESUMEN

Durante la etapa productiva del cultivo de Capsicum spp., se emiten compuestos organicos
volatiles (COVSs) atractivos para el picudo del chile (Anthonomus eugenii Cano). Este insecto
se alimenta principalmente de los botones florales y frutos, en consecuencia ocasiona pérdidas
parciales o totales en el cultivo. El objetivo de esta investigacion fue determinar una mezcla
sintética con capacidad de atraccion para adultos de A. eugenii basada en analisis preliminares
de los COVs de botones florales (BF), flores (FL) y frutos (FR) de C. annuum var. Poblano.
Para ello, drganos frescos, extractos por aireacion dinamica y mezclas sintéticas fueron
evaluados mediante bioensayos de olfatometria en un dispositivo tipo “Y”. Los adultos de A.
eugenii utilizados en los bioensayos fueron de 10 a 20 dias de edad. La evaluacién de los
tratamientos de BF, FL y FR de drganos frescos y sus extractos por AD indicaron que las
hembras y machos responden positivamente a ellos. De las mezclas sintéticas el tratamiento
10 (mezcla 3) fue el unico al que respondieron ambos sexos con el 68.75% en machos y
63.75% en hembras. Esta mezcla estuvo compuesta de (Z)-p-ocimeno (92.6%), (Z)-3-hexenil
acetato (2.6%), 2-isobutil-3-metoxipirazina (3.2%) y terpinoleno (1.6%). Estos compuestos
seran una buena base para desarrollar un atrayente sintético en combinacion con la feromona

de agregacion del picudo para la captura de adultos de A. eugenii.

Palabras clave: Picudo del chile, Capsicum spp., semioquimicos, kairomonas.



ATTRACTION OF ADULTS OF THE PEPPER WEEVIL (Anthonomus eugenii
CANO) WITH MIXTURES OF SYNTHETIC VOLATILE COMPOUNDS

Adriana Bautista San Juan, M. en C.

Colegio de Postgraduados, 2019.
ABSTRACT
During the productive stage of Capsicum annuum var. Poblano crops, volatile organic
compounds (VOCs) are emitted; these are attractive for the pepper weevil (Anthonomus
eugenii Cano). This insect feeds mainly on flower buds and fruits, consequently causing
partial or total losses of the crop. The objective of this study was to determine a synthetic
mixture with attraction capacity for adults of A. eugenii based on preliminary analysis of the
VOCs of flower buds (FB), flowers (FL) and fruits (FR) of C. annuum var. Poblano.
Subsequently, the fresh organs, extracts by dynamic aeration, and synthetic mixtures were
evaluated by olfactometry by a type "Y" device in bioassays. The adults of A. eugenii used in
the bioassays were 10 to 20 days old. The evaluation of BF, FL, and FR treatments of fresh
organs and their extracts by AD indicated that females and males respond positively to them.
Of the synthetic mixtures, treatment 10 (mixture 3) was the only one to which both sexes
responded, with 68.75% in males and 63.75% in females. This mixture was composed of (Z) -
B-ocimene (92.6%), (Z) -3-hexenyl acetate (2.6%), 2-isobutyl-3-methoxypyrazine (3.2%), and
terpinolene (1.6%). These compounds will be a good basis for developing a synthetic

attractant for the capture of adults of A. eugenii.

Key words: pepper weevil, Capsicum spp., Semiochemicals, kairomones.
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INTRODUCCION GENERAL

El chile (Capsicum spp.) es una de las siete hortalizas cultivadas y demandadas por la
poblacién mexicana y el mundo (Caro-Encalada et al., 2014; Latournerie-Moreno et al.,
2015). Su importancia radica en la diversidad de especies cultivadas, las cuales son: el
Capsicum annuum L., Capsicum chinense Jacg., Capsicum pubescens Ruiz y Pav., Capsicum
frutescens L. y Capsicum baccatum L. (SIAP, 2018). Debido a su amplia superficie sembrada
en el afio 2017 genero divisas de $29,125,313,015.00 MDP, posicionando a México como el
segundo pais en la produccion de chiles a nivel mundial (SIAP, 2018). Sin embargo, también
es afectado por plagas de importancia econémica como el picudo del chile Anthonomus

eugenii Cano (Coleoptera: Curculionidae) (Garcia-Nevarez et al., 2012).

El picudo del chile se distribuye desde el sur de los E.U.A. hasta Centroamérica (EPPO,
2018), para su control se aplican agrogquimicos pero el uso excesivo de insecticidas como
malation y clorpirifos etilico, entre otros, generan resistencia a los mismos (Avendafio-Meza
et al., 2015). Otro método de control amigable con el ambiente es el bioldgico, mediante el
uso de parasitoides como: Catolaccus hunteri (Crawford), Triaspis eugenii (Wharto), entre

otros (Rodriguez-Leyva et al., 2012).

Por otra parte, los semioquimicos son compuestos organicos volatiles (COVs) emitidos por
organismos Vvivos que actlan como sefiales quimicas para la comunicacion de los mismos, y
representan funciones especificas para el receptor (Raffa et al., 2007; Leonhardt et al., 2016).
Por ejemplo, las kairomonas junto con las feromonas de la palomilla Cydia pomonella, una
plaga importante de la manzana, se utilizan para el manejo de esta especie (Cattaneo et al.,
2017). El uso de la feromona y los volatiles como el tejido de la penca del agave para el

monitoreo y control del picudo Scyphophorus acupunctatus (Gyllenhal) (Ruiz-Montiel et al.,



2017), entre otros. Son algunos casos de éxito para el control de varias plagas (Gregg et al.,
2018). Bartelt (1999), indica que en curculionidos su atraccion es debido a la feromona de

agregacion aunada a los volatiles que desprenden sus hospederas.

En el caso del picudo del chile, los adultos, tanto hembras como machos localizan a su
hospedera mediante los olores que liberan los botones florales (BF), las flores (FL) y los
frutos en desarrollo (FR) (Patrock et al., 1992; Addesso y McAuslane, 2009). La feromona de
agregacion de este insecto fue dilucidada desde 1994 (Eller et al., 1994). Actualmente se
utiliza en los campos de produccion de chiles con resultados variables que dependen del
tiempo en que se utilicen. Por ejemplo, cuando no hay cultivo la feromona es muy eficiente y

en la etapa de floracion disminuye su atraccion (Gastélum-Luque et al., 2010).

Por lo tanto, buscar una alternativa para el manejo del picudo del chile puede ser a través
del uso de los volatiles que emiten las plantas del chile. Trabajos anteriores indican que
sustancias como el B-ocimeno, 2-isobutil-3-metoxipirazina, entre otros, pueden ser candidatos
adecuados para la atraccion del A. eugenii (Velazquez-Gonzélez et al., 2011°; Mufiiz-Merino

etal., 2014).

Sin embargo, se desconoce las proporciones de los COVs que liberan las plantas de
Capsicum spp., y poder evaluarlos como atrayentes para el picudo del chile. Por lo tanto, el
objetivo de la presente investigacion fue cuantificar los COVs, elaborar mezclas sintéticas
para su evaluacion y determinar al menos una con capacidad de atraccién para los adultos de

Anthonomus eugenii Cano.



Hipotesis

Las mezclas sintéticas a evaluar, al menos una, provocara una respuesta de atraccion en los

adultos de Anthonomus eugenii Cano.

Objetivos

Cuantificar los compuestos organicos volatiles de los 6rganos de botones florales, flores y

frutos en desarrollo de Capsicum annuum var. Poblano.

Evaluar mezclas sintéticas y determinar al menos una con capacidad de atraccion para los

adultos de Anthonomus eugenii Cano.



REVISION DE LITERATURA

El picudo del chile y su planta hospedera Capsicum spp.

La atraccion de machos y hembras del picudo del chile (Anthonomus eugenii) hacia su
planta hospedera Capsicum spp., se debe a la accién de la feromona de agregacion de los
machos y su orientacion con los compuestos orgéanicos volatiles (COVs) que son emitidos
durante la floracion y desarrollo de frutos en el cultivo; posteriormente, los insectos causan
dafios al alimentarse en los 6rganos (Hogenhout y Bos, 2011; Mufiiz-Merino et al. 2014,
Waage y Hedin, 2018). Lo anterior confiere a las hembras de A. eugenii tener una
reproduccion Optima, ovipositando en el interior de botones florales y frutos en desarrollo
(Toapanta et al., 2005; Porter et al., 2007). Cuando el huevo eclosiona, las larvas por el mayor
tiempo que se encuentran en el interior de los 6rganos, se alimentan de estos para su
desarrollo. El dafio en los frutos es mas notorio debido a que se alimentan de las semillas y
placenta de este hasta que toman un color amarillo; una vez que emergen como adultos
perforan los érganos (Gordon y Armstrong, 1990; Patrock y Schuster, 1992). La planta en
respuesta a los dafios de herbivoria inicia con la abscision de sus 6rganos (Stiling et al., 1991;
Seal y Martin, 2016). Olsson y Butenko (2018) mencionan que la abscisién ocurre a través de
la progresion celular en ciertas etapas de la planta para desprenderse y renovar rganos viejos

o0 dafados por sefiales ambientales o endogenas.

Por lo tanto, si no se detecta y controla a tiempo el picudo del chile en los cultivos de
Capsicum spp., pueden ocasionar pérdidas de hasta un 30 a 90% en la produccion (Torres-

Ruiz y Rodriguez-Leyva, 2012; Lopez-Lépez et al., 2016).



Los semioquimicos en la comunicacién de Anthonomus eugenii

Los semioquimicos son compuestos orgénicos volatiles (COVs) emitidos por plantas e
insectos y representan un papel importante en la interaccion de estos, estimulados por
diferentes factores que alteran el entorno del organismo (Reddy y Guerrero, 2004). Las
interacciones quimicas que perciben los insectos son las feromonas y compuestos
aleloquimicos, ambos actian de forma intraespecificos o interespecificos (Boullis et al.,
2016). Los COVs de las plantas ayudan a los insectos a localizar su planta hospedera, a través
de 6rganos quimiosensoriales y quimiorreceptores presentes en el cuerpo del insecto como las

antenas (Schiestl, 2010; Ali et al., 2015; Dickens y Payne, 2018).

Las antenas son estructuras externas cubiertas por diferentes formas y tamafios de sénsulos
con funciones especificas para cada especie de insecto (Boland et al., 1999), tal como se

observa en la Figura 1, de la antena del picudo del chile, las cuales se desconocen.

Figura 1. A) rostrum y antena de A. eugenii, B) vista dorsal de la antena de una hembra (%)

y un macho (&) de A. eugenii.



Una descripcién morfoldgica de los tipos de sénsulos en una antena de los insectos se
menciona: en el himendptero Jaliscoa hunteri (Crawford) (Gomez-Dominguez et al., 2018);
en lepiddptero Talponia batesi (Heinrich) (Castrejon-Gomez y Valdez-Carrasco, 2008); en
coleopteros el picudo de la soya (Rhyssomatus nigerrimus Fahraeus) (Delgado-Garcia et al.,
2016) y el picudo de la uva (Naupactus xanthographus Germar) (Vera y Bergmann, 2018),

entre otros. Estos sénsulos facilitan al insecto localizar alimento, pareja y sefiales de peligro.

Los sénsulos presentan canales poros por el cual pasan las moléculas de olores, unidas a
neuronas receptoras olfativas encargadas de recibir y procesar las sefiales quimicas (Dethier y
Chadwick, 1948, Schneider, 1964; Wilson et al., 1993). En el procesamiento de las sefiales
deben participar proteinas como: las proteinas de union de olores (OBPs), encargadas de
llevar las moléculas de olores muy hidrofébicos y que son degradadas por una enzima de
olores (ODEs); proteinas quimiosensoriales (CSPs) y sus aminoacidos: receptores olfativos
(ORs), receptores ionotrépicos (IRs), receptores gustativos (GRs), entre otros (Satir y Gilula,

1973; Antony et al., 2016), abreviadas por sus siglas en inglés.

Con lo anterior de una forma general permite entender como se lleva a cabo la recepcion de
olores y el proceso de comunicacion entre el picudo del chile junto con su planta hospedera

Capsicum spp.
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CAPITULO I. CUANTIFICACION DE COMPUESTOS ORGANICOS VOLATILES
EN ORGANOS DE Capsicum annuum VAR. POBLANO

RESUMEN

Las kairomonas son semioguimicos emitidas por las plantas y representan un papel importante
en la comunicacion entre ellas e insectos herbivoros. Estos compuestos organicos volatiles
(COVs) actian como sefiales para insectos polinizadores y herbivoros. El picudo del chile
(Anthonomus eugenii) es uno de los insectos plaga que se guia a través de los COVs de las
flores y frutos de su planta hospedera Capsicum spp. El objetivo de este apartado fue
cuantificar los COVs de botones florales (BF), flores (FL) y frutos (FR) en desarrollo de
Capsicum annuum var. Poblano. Se realiz6 la adsorciéon de los COVs de los 6rganos por la
técnica de microextraccion en fase sélida (MEFS) y aireacion dinamica (AD), analizados y
cuantificados en un cromatégrafo de gases acoplado a un detector selectivo de masas (GC-
EM). La concentracién maxima de los COVs cuantificados en los érganos del chile var.
Poblano fueron: (Z)-B-ocimeno con 283.84 pg/g en FR, (Z2)-3-hexenil acetato con 4.5 pg/g en
BF, terpinoleno con 0.87 pg/g en FL y 2-isobutil-3-metoxipirazina con 0.44 pg/g en frutos.
Estos COVs seran una base para desarrollar un atrayente sintético para la captura de adultos

de A. eugenii.

Palabras clave: kairomonas, atrayentes, Anthonomus eugenii.
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QUANTIFICATION OF VOLATILE ORGANIC COMPOUNDS IN ORGANS OF
Capsicum annuum VAR. POBLANO

ABSTRACT

Kairomones are semiochemicals emitted by plants and represent an important role in the
communication between them and herbivorous insects. These volatile organic compounds
(VOCs) act as signals for pollinators and herbivores. The pepper weevil (Anthonomus eugenii)
is one of the pest insects that is guided through the VOCs of the flowers and fruits of its host
plant Capsicum spp. The objective of this section was to quantify the VOCs of flower buds
(FB), flowers (FL), and fruits (FR) in development of Capsicum annuum var. Poblano.
Adsorption of organ VOCs by solid phase microextraction (SPME) and dynamic aeration
(DA) technique was performed, analyzed and quantified in a gas chromatograph coupled to a
mass selected detector (GC-MS). The maximum concentration of the VOCs quantified in the
chili organs var. Poblano were: (Z)-B-ocimene with 283.84 ug/g in FR, (Z)-3-hexenyl-acetate
with 4.5 pg/g in BF, terpinolene with 0.87 pg/g in FL, and 2-isobutyl-3-methoxypyrazine with
0.44 ng/qg in fruits. These VOCs could be a basis for developing a synthetic attractant for the

capture of A. eugenii adults.

Key words: kairomones, attractants, Anthonomus eugenii.
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1.1. INTRODUCCION

Durante el desarrollo vegetativo y productivo de las plantas se liberan compuestos
organicos volatiles (COVs) con funciones aleloguimicas que actian como atrayentes o
repelentes en dos especies diferentes (Bruce y Pickett, 2011; Ye et al., 2018). Sin embargo, las
plantas pueden ser focos de atraccidn para insectos herbivoros, parasitoides y polinizadores
(Lucas-Barbosa, 2016; Latif et al., 2017). Si las sefiales quimicas de los COVs efectlan una
accion positiva para el emisor son considerados alomonas (James, 2003; Aljbory y Chen,

2018), si la sefal es favorable para el receptor se atribuye como kairomonas (Wood, 1982).

Lo anterior se observa en las plantas de Capsicum spp., y su herbivoro el picudo del chile
(Anthonomus eugenii Cano), como principal plaga de este cultivo. Este insecto se alimenta
principalmente de los 6rganos de botones florales, flores y frutos en desarrollo de la planta de

chile.

Por lo que, durante la etapa productiva de las plantas de Capsicum spp., se emiten COVs
atractivos para el picudo del chile. Algunos de los COVs identificados en diferentes
variedades de chiles se mencionan en el Cuadro 1 y tienen capacidad de atraccion para el

picudo del chile (Mufiiz-Merino et al., 2014).

Por lo que, usar las kairomonas de forma sintética similares a los que desprenden los
organos de las plantas de chile para su evaluacion con adultos de A. eugenii facilitaria su
monitoreo y control. Ademas, se desconoce las proporciones de los COVs que se emiten en

los organos de botones florales, flores y frutos en desarrollo de Capsicum spp.
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Cuadro 1. COVs reportados en diferentes variedades de C. annuum.

Variedad Compuestos Técnica de extraccion Referencia
Kulai 2,3-butanediona, (E)-2-hexenal, hexanal, linalool, 3-carene y 2- MEFS* Mazida et al., 2005.
isobutil-3-metoxipirazina.
Jalapefio (3E,7E)-4,8,12-trimetil-1,3,7,11-ridecatetraeno, (3E)-4,8- Aireacion Addesso et al., 2011.
dimetil-1,3,7-nonatrieno,  (2)-3-hexen-1-il  acetato, (E)-B-
ocimeno Yy linalool (frutos).
(2)-B-ocimeno, (3E,7E)-4,8,12-trimetil-1,3,7,11-tridecatetraeno,
(3E)-4,8-dimetil-1,3,7-nonatrieno (flores).
(E,E)-o-farneseno,  (E)-o-bergamoteno,  f-elemeno,  metil
salicilato, (E,E) -nerolidol y (Z)-3-hexen-1-ol (durante la
alimentacion de A. eugenii en las flores).
Habanero Metil salicilato, (E)-b-ocimeno, linalool, a-pineno, a-terpineol, MEFS* Cuevas-Glory et al.,

limoneno, 2-isobutil-3-metoxipiracina.

2015.

*Microextraccion en fase solida

Por lo que, el objetivo de este apartado fue cuantificar los compuestos organicos volatiles de los 6rganos de botones florales, flores y frutos en

desarrollo de Capsicum annuum var. Poblano.
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1.2. MATERIALES Y METODOS

1.2.1. Establecimiento del cultivo

Se adquirieron pléntulas de Capsicum annuum var. Poblano con 30 dias de germinadas,
provenientes de Cuapiaxtla de Madero, Puebla, México. Estas fueron establecidas en una
parcela de 250 m? en los campos experimentales del Colegio de Postgraduados, Campus
Montecillo. ElI material se utilizé para la obtencion de COVs de botones florales, flores y
frutos asi como para la alimentacion de la cria de A. eugenii. EI manejo del cultivo fue sin la

aplicacion de agroquimicos.

1.2.2. Extraccion de COVs en 6rganos de C. annuum var. Poblano

En la extraccion de los COVs de botones florales (BF), flores (FL) y frutos en desarrollo
(FR) de Capsicum annuum var. Poblano, se empleé la técnica de microextraccion en fase
solida (MEFS) de Junior et al. (2015) y aireacion dinamica (AD) de Velazquez-Gonzalez et

al. (2011), con algunas modificaciones.

1.2.2.1. Microextraccion en fase sélida

La fibra de MEFS utilizada fue 100 um de polidimetilsiloxano (PDMS/57300-U), Supelco
(Bellefonte, PA, USA) (Figura 2). Para la adsorcion de los COVs de cada muestra, la fibra se
expuso al espacio de cabeza del vial de 500 mL KIMAX® durante 40 min a 24 +1 °C. Se

empleo 25 g de cada muestra (n=4).
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Figura 2. Extraccién de COVs de los érganos de chile por microextraccion en fase sélida.

1.2.2.2. Aireacién dinamica

Se utilizaron frascos tipo Drechsler de 500 mL con tapa esmerilada (29/42), provisto de dos
tubos de salidas (PIREX®, USA). A un tubo se adapté una manguera de plastico (Nalgene®
180 PVC; 3/16” ID) y esta se conect6 a una bomba (ELITE 802®) que suministré aire y a un
flujometro (Hamilton®) que regulé el mismo a 60 mL/min. El sistema anterior se conecté a
matraces Kitasatos de 500 mL (KIMAX®) que contenian 250 mL de agua destilada para
suministrar aire hiumedo. En medio de las mangueras conectadas en direccion a los frascos se
coloco una pipeta Pasteur de 150 mm (BRAND®, Germany) empacada con 70 mg de Tenax®
TA (malla 60/80) (Sigma Aldrich®) y 90 mg de fibra de vidrio. Al otro tubo se conecté otra
manguera con otra pipeta empacada como salida de aire para la adsorcion de los COVs
(Figura 3). Los ensayos se realizaron con 25 g de cada 6rgano durante 6 h (n=4). Finalmente,
la pipeta se retird y se eluyé con 1 mL de hexano HPLC (J. T. Baker®) y se refrigeraron a -15
°C hasta su analisis.
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Figura 3. Extraccion de COVs de los 6rganos de chile por aireacion dindmica.

1.2.4. Condiciones de analisis

Las muestras obtenidas por MEFS y AD fueron analizadas en un cromatdgrafo de gases
(7890A) acoplado a un detector selectivo de masas (5975C) (Agilent Technologies®) (CG-
EM). La separacion de los COVs se realiz6 en una columna HP-5ms (30 m x 0.25 mm; 0.50
pum) con un flujo de helio de 1 mL/min. El andlisis para muestras de MEFS y AD se realiz6 en
modo splitless (2 min) con dos rampas de temperatura. Método uno: 50°C hasta 250°C a
5°C/min. Método dos: 50°C por 2 min hasta 75°C a 5°C/min, luego hasta 90°C a 2°C/min y
finalmente hasta 250°C a 5°C/min. Los compuestos se monitorearon en modo SCAN (m/z 40-

350).

La identificacion preliminar de los COVs se realizd6 mediante la bdsqueda y-comparacion
de los espectros de masas con la biblioteca NIST V. 2002. La confirmacion de los compuestos

se realizo con los tiempos de retencion y con los espectros de masas de estandares.
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1.2.5. Estandares

Los estandares utilizados fueron: B-ocimeno CRM40748 (2000 pg/mL) (95.4%), 2-
isobutil-3-metoxipirazina (99%), (Z)-3-hexenil acetato (>98%), terpinoleno (>94%), se
adquirieron con Sigma Aldrich®. La preparacion de estos para la curva de calibracion se

realiz6 peso/peso en la balanza analitica Mettler Toledo (NewClasicMS, 0.01 mg).

1.2.6. Curva de calibracion

La cuantificacion de los analitos de las muestras obtenidas por AD se realizé por el método
de estandar externo. Se prepararon soluciones Stock de los estandares diluidos en hexano
HPLC (J.K. Baker), de estas se prepararon las curvas de calibracion. Las concentraciones
fueron: (Z)-p-ocimeno de 19.25 pg/g a 259.13 pg/g, (Z)-3-hexenil acetato de 0.77 pg/g a 8.07
ug/g y terpinoleno de 0.094 ug/g a 1.969 ug/g. Para el 2-isobutil-3-metoxipirazina se prepard
una solucion de 0.148 pg/g y su cuantificacion se realiz6 mediante factores de respuesta.

Todas las soluciones fueron diluidas también en hexano HPLC (J.K. Baker).

1.2.7. Analisis estadistico

El analisis de datos de los compuestos organicos volatiles de botones florales, flores y
frutos se llevd a cabo mediante un analisis de varianza y una comparacion de medias

utilizando la prueba de Tukey (a=0.05). Se utiliz6 el programa SAS 9.0 Institute Inc., 2002.
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1.3. RESULTADOS Y DISCUSION

1.3.1. Extraccion de COVs en 6rganos de C. annuum var. Poblano por MEFS y AD

Los anélisis de los COVs de botones florales, flores y frutos de C. annuum var. Poblano se
observan en los cromatogramas siguientes. En la figura 4 se muestra la comparacion de los
resultados obtenidos de los COVs de botones florales extraidos por MEFS y por AD. Se
observd que la técnica de AD es maés eficiente (ocho compuestos) que la MEFS (cinco), ya

que ademas se obtuvo mayor area.
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Figura 4. Cromatogramas de muestras por A) MEFS y B) AD de boton floral de C. annuum

var. Poblano. Condiciones de analisis en 1.2.4.
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En cuanto al analisis de los COVs de muestras de flores se observd que por AD se

encontraron ocho compuestos y tres por MEFS, aunque con mayor area (Figura 5).
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Poblano. Condiciones de analisis en 1.2.4.
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La resultados mostrados en la Figura 6 muestran la similitud con la Figura 4, ya que se

obtuvieron el mismo numero de compuestos.
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Figura 6. Cromatogramas de muestras por A) MEFS y B) AD de frutos de C. annuum var.

Poblano. Condiciones de andlisis en 1.2.4.

Los resultados anteriores se resumen en el Cuadro 2. Los compuestos en esta investigacion

también fueron reportados en frutos de chile Habanero (Capsicum chinense Jacq.) (Sosa-

Moguel et al., 2017; Murakami et al., 2018) y en frutos de especies de pimientas (Silvis et al.,

2019). Sin embargo, el nimero de compuestos que reportan son mayores. Lo anterior se

explica porque estos autores maceraron el material y realizaron extraccion con disolventes,

por lo tanto, habria mayor nimero de compuestos debido a una mayor superficie de
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exposicion. A diferencia del ensayo realizado en este estudio cuyo propdsito fue simular la

emisién de los volatiles en campo cuando estos son percibidos por los picudos del chile.

Cuadro 2. Comparacion de abundancias de los COVs identificados en los 6rganos de C.

annuum var. Poblano.

Método uno Método dos
1) tr
Compuestos . MEFS . AD
(min) (min)

BF FL FR BF FL FR
(2)-3-hexenol* 4.82 - - - 5.80 + + +
(2)-3-hexenil acetato** 8.49 + + - 10.49 + + +
(E)-p-ocimeno** 9.32 - - + 11.76 + + +
(2)-B-ocimeno** 9.62 ++  ++ +++ 1221 ++ ++ o+
Terpinoleno** 11.45 - - - 14.01 + + +
Cosmeno* 11.94 + - ++  16.02 + + +
2-isobutil-3-metoxipirazina**  13.3 + - + 1815 + + +
B-elemeno* 19.06  ++ + ++ 2512 4+ ++ +

*1dentificacidn con base en el espectro de masas del NIST 2002. **Identificacion con base en

el espectro de masas y en el tiempo de retencion de estandares. tr, tiempo de retencién; BF,

boton floral; FL, flor; FR, fruto. Abundancia en areas: + Poco (<1x10°); ++ Abundante

(>1x10° 0 5x10° <); +++ Muy abundante (>5x10°); - No detectado.

De los resultados anteriores se concluye que la mejor tecnica de extraccion fue AD. Por lo

tanto, se procedio a realizar la cuantificacion de los COVs en cada uno de los dérganos

estudiados: botones florales, flores y frutos.
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1.3.2. Cuantificacion de COVs de los 6rganos de C. annuum var. Poblano

En la Figura 7 se muestran los cromatogramas de los estandares empleados para

determinar la concentracion de cada uno de los analitos en las muestras.
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Figura 7. Cromatogramas de estandares: A) (Z)-3-hexenil acetato: 4.82 ug/g, B) (E)-p-
ocimeno (1), (Z)-p-ocimeno: 49.57 ug/g (2), C) terpinoleno: 0.94 pg/g y D) 2-isobutil-3-

metoxipirazina: 1.8 ug/g.
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En las Figuras 8 a 12 se muestran la comparacion de los espectros de masas de los compuestos

encontrados en las muestras de C. annuum Var. Poblano y de sus estandares.
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25



Abundance

i1
- A
H
6000
791 /ﬁ/
4000
2000 ant 1051 1211
531 67.1
1361
o 20 | | 11||.|58.8.l.|1.72-3 lll sz0 |.99.0| I, 1501|1280 207.0
s e O || IO IR T2 B2 YO | L8 T ) O ——— e 20E0:
|m/2--> 10 20 30 40 50 70 80 30 100 10 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210
Abundance
i1
8000
5000 Peso molecular: 136.238 g/mol
71 CAS: 3338-55-4
4000 ” .
IUPAC: (3Z)-3.7-dimethylocta-1,3,6-triene
411
2000 1051 1211
530 67.1
1361
320
. AR .I.|.|5s.8.|.|[. I, sse | Gl msoy] s | 2070
mz-> 20 30 40 0 60 b o 1o o ido 1k o ko ko o ido 1% 200 2o
Figura 10. Espectro de masas de (Z)-p-ocimeno en A) muestra y B) estandar.
Abundance
931 1211
136.1 A
B F
8000 \\' -
6000 JE
I/ -,
4000 |
105.0
N
2000 \|/
ol Lul Llu‘.‘3-f'JL| ] ,ll.ll LA . i . I 210
miz-> 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280
&bundance
930 121
i B
8000
606 Peso molecular: 136.238 g/mol
CAS: 586-62-9
79.0
4000 IUPAC: 1-methyl-4-propan-2-
1050 1 ) N
- o ylidenecyclohexene
<0 50 651 ‘
115,
. l |||I Wi ol ||. LIl |.?|||127.0 wll 267
wz-> o 2 % 40  sb ea 70 sy s 100 Mo 120 130 140 1% 180 10 180 1% 200 200

Figura 11. Espectro de masas de terpinoleno en A) muestra y B) estandar.
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Figura 12. Espectro de masas de 2-isobutil-3-metoxipirazina en A) muestra y B) estandar.

Los COVs corroborados con sus respectivos estandares fueron cuantificados mediante

curvas de calibracion (Figura 13).
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Figura 13. Curvas de calibracién de los estandares. Condiciones de analisis en 1.2.4.
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La cuantificacion del (Z2)-p-ocimeno, en los 6rganos de C. annuum var. Poblano fue de
61.65 pg/g en botones florales, 49.24 ug/g en flores y 283.84 pg/g en frutos (Figura 14). Este

ualtimo fue el principal 6rgano con mayor emision del compuesto volatil (Z)-p-ocimeno.
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Figura 14. Comparacion de la concentracion de (Z)-B-ocimeno en érganos de C. annuum var.
Poblano. Barras de error corresponden a la desviacion estandar de la media. Letras distintas
indican diferencias significativas (F=15.52, P=0.0012), (n=4).

El (Z2)-B-ocimeno pertenece al grupo de los terpenos sintetizados por las sintasas terpénicos
(TPSs, por sus siglas en inglés) (Chambagne y Boutry, 2016; Huchelmann et al., 2017),
secretado por tricomas glandulares y cavidades secretorias de las hojas, en la epidermis
glandulares de los pétalos que generan y almacenan o emiten terpenos, explicados a detalle en
varias especies de Capsicum spp., por Kim et al. (2011) y Dias et al. (2013). Sus funciones
son: atraer insectos para que las flores sean polinizadas o en su caso, no benéfico para la
planta, atraer herbivoros (Wang et al., 2008; Farré-Armengol et al., 2017; Fujita et al., 2017).
Por ejemplo: Borg-Karlson et al. (1993), reportaron en flores de la familia Apiaceae, el (2)-p
ocimeno, como atrayente volatil para los insectos polinizadores y un incremento en la
atraccion de insectos herbivoros durante el desarrollo de los frutos; Sun et al. (2012),

mencionan que el (Z)-p-ocimeno es un compuesto con potencial para atraer a los adultos de
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Myllocerinus aurolineatus (Voss). Eventos importantes también observados en A. eugenii con

su planta hospedera Capsicum spp.

El (2)-3-hexenil acetato se identific en los tres 6rganos de C. annuum var. Poblano,
especialmente de botones florales con una concentracion de 4.5 pg/g, seguido de flores con

1.81 pg/g y 1.54 pg/g para frutos (Figura 15).
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Figura 15. Comparacion de la concentracion de (Z)-3-hexenil acetato en 6rganos de C.
annuum var. Poblano. Barras de error corresponden a la desviacion estandar de la media.
Letras distintas indican diferencias significativas (F=15.52, P=0.0012), (n=4).

La abundancia de (Z)-3-hexenil acetato en la planta Capsicum spp., se debe a que es un
compuesto de hojas y frutos verdes (Eudes et al., 2016), sintetizado por BAHD aciltransferasa
(D"Auria et al., 2007), y en respuesta a la herbivoria se incrementa. Este Gltimo se demostrd
en plantas de té que fueron infestadas con el picudo Ectropis obliqua (Prout) (Sun et al.,

2014).

Por otro lado, Mufiz-Merino et al. (2014) reportaron que el (Z)-3-hexenil acetato es un
compuesto con potencial de atraccion en hembras y machos de A. eugenii. También en

Anthonomus musculus (Say), una plaga del arandano (Szendrei et al., 2011).
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El (2)-p-ocimeno y (Z)-3-hexenil acetato también fueron reportados por Rodriguez-
Burruezo et al. (2010) y Junior et al. (2015), en Capsicum spp. Incluso durante la floracion y
fructificacion de las plantas de Silene latifolia, quienes actGan como atrayentes para

polinizadores e insectos herbivoros (Cozzolino et al., 2015).

El terpinoleno fue otro de los compuestos cuantificados con concentraciones de 0.40 pg/g
para botones florales, 0.87 ug/g de flores y 0.18 ug/g de frutos, con mayor concentracion en
flores. Se reporta como el aroma volatil responsable del sabor caracteristico de muchos frutos.
Cardeal et al. (2006) reportaron el terpinoleno en cuatro variedades de pimientas (Piper spp.);
Zito et al. (2013), en volatiles de flores de Caralluma europea (Guss); San et al. (2017), en
frutos de mango cv ‘Honey Gold’. Mufiiz-Merino et al. (2014), observaron el terpinoleno con

potencial de atraccion en los adultos de A. eugenii.

También se encontrd el 2-isobutil-3-metoxipirazina con concentraciones de 0.17 pg/g en
botones florales, 0.21 pg/g en flores y. 0.44 ug/g en frutos. Este ultimo fue el principal érgano
con mayor emision del compuesto. Un compuesto caracteristico con aroma volatil de chile
verde y reportado en pimiento (Lama et al., 2016), con potencial de atraccion para el picudo

del chile (Mufiiz-Merino et al., 2014).

Otros de los compuestos identificados tentativamente con la libreria NIST 2002, en los
organos de C. annuum var. Poblano y no corroborados con estandares fueron: el cosmeno en
flores y frutos, p-elemeno en botones florales, flores y frutos (Cuadro 2). ElI cosmeno
pertenece a la clase de compuestos organicos conocidos como alcatetraenos. Estos son
hidrocarburos que contienen exactamente cuatro dobles enlaces carbono a carbono (Nayler y
Whiting, 1954). Es un aroma volatil con funciones importantes en la defensa de una planta 'y

en la interaccion planta-planta (Halbritter et al., 2018). Se report6 en hojas de especies de
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Lamiaceae (Silva y Camara, 2013), en plantas de haba (Phaseolus lunatus) en respuesta a la
infestacion con hongos endofitos. También en flores de especies de Syriga en porcentajes de
0.86 a 4.35 % (Yang et al., 2016). En la esencia floral de Lilium ‘siberia’, en respuesta a la
intensidad de luz y temperatura el cosmeno incrementé en las flores (Hu et al., 2013). Por lo
tanto, puede ser un COV importante en la atraccion del picudo del chile durante su emision en

flores de Capsicum spp.

El B-elemeno es un sesquiterpeno responsable de las aromas florales de algunas plantas con
propiedades farmacoldgicas (Ahmad et al., 2018). Este compuesto se reportd en frutos de
pimientos rojos (Kocsis et al., 2002), en los diferentes 6rganos de Rhus coriaria L. (Reidel et
al., 2017), y en frutos de Piper nigrum L. (Liu et al., 2018). Incluso, el B-elemeno se usa

como feromonas para algunos insectos (The Pherobase, 2018).
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1.4. CONCLUSIONES

Se cuantificaron los compuestos: (Z)-S-ocimeno, (Z)-3-hexenil-acetato, terpinoleno y 2-
isobutil-3-metoxipirazina, en concentraciones maximas del 283.84 pg/g de frutos, 4.5 pg/g de

botones florales, 0.87 ug/g de flores y del 0.44 pg/g en frutos, respectivamente.
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CAPITULO Il. ATRACCION DE ADULTOS DE Anthonomus eugenii CON
MEZCLAS DE COMPUESTOS VOLATILES SINTETICOS

RESUMEN

Durante la floracion y desarrollo de frutos de Capsicum spp., se liberan COVs atractivos para
algunos insectos que responden a las sefiales quimicas como el picudo del chile (Anthonomus
eugenii Cano). Esta plaga se alimenta de botones florales, flores y frutos en desarrollo y causa
pérdidas parciales o totales, especialmente en los frutos, cuando no se detecta a tiempo. Esta
investigacion tuvo como objetivo, evaluar mezclas sintéticas y determinar al menos una con
capacidad de atraccion de adultos de A. eugenii. Se hicieron bioensayos por olfatometria tipo
“Y”, se evalud la respuesta de los insectos con 10 a 20 dias de edad, a los tratamientos de
botones florales (BF), flores (FL) y fruto (FR) de 6rganos frescos y extractos de BF, FL y FR
obtenidos por aireacion dinamica (AD) de los 6rganos frescos de C. annuum var. Poblano.
También se probaron cuatro mezclas de los compuestos sintéticos (Z)-f-ocimeno, (Z)-3-
hexenil acetato, terpinoleno, 2-isobutil-3-metoxipirazina y (Z)-3-hexenol). Los tratamientos
de d6rganos frescos, seguido de los extractos generaron en machos y hembras un estimulo de
atraccion superior al 62.5%, en comparacién con el testigo (T1: aire). En la evaluacién del T1o
(M3), los machos respondieron el 68.75% y hembras 62.75% en comparacion con el resto de
las mezclas. Este tratamiento estuvo compuesto por: (Z)-f-ocimeno (92.6%), (Z)-3-hexen-1-
il-acetato (2.6%), terpinoleno (1.6%) y 2-isobutil-3-metoxipirazina (3.2%). Estos compuestos
seran una buena base para desarrollar un atrayente sintético para la captura de adultos de A.

eugenii junto con su feromona de agregacion.

Palabras clave: Capsicum spp., kairomonas, atrayentes, picudo del chile.
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ATTRACTION OF ADULTS OF Anthonomus eugenii WITH MIXTURES OF
SYNTHETIC VOLATILE COMPOUNDS

ABSTRACT

During flowering and fruit development of Capsicum spp., VOCs are released which are
attractive for some insects that respond to chemical signals, like the pepper weevil
(Anthonomus eugenii Cano). This pest feeds on flower buds, flowers, and fruits in
development and causes partial or total losses, especially in the fruits, when it is not detected
in time. The objective of this research was to evaluate synthetic mixtures and to determine at
least one with the capacity to attract adults of A. eugenii. Bioassays were made by
olfactometry type “Y”; the response of insects with 10 to 20 days of age was evaluated to the
treatments of flower buds (FB), flowers (FL), and fruit (FR) of fresh organs and extracts of
BF, FL, and FR obtained by dynamic aeration (DA) of the fresh organs of C. annuum var.
Poblano. Four mixtures of the synthetic compounds (Z)-B-ocimene, (Z)-3-hexen-1-yl-acetate,
terpinolene, 2-isobutyl-3-methoxypyrazine, and (Z)-3-hexenol) were also tested. The
treatments of fresh organs, followed by the extracts generated in males and females an
attraction stimulus superior to 62.5%, in comparison with the control (T1: air). In the
evaluation of T1o (M3), the males responded by 68.75% and females 62.75% compared to the
rest of the mixtures. This treatment was composed of: (Z)-p-ocimene (92.6%), (Z)-3-hexen-1-
yl-acetate (2.6%), terpinolene (1.6%), and 2-isobutyl-3-methoxypyrazine (3.2%). These
compounds will be a good base to develop a synthetic attractant for the capture of adults of A.

eugenii together with its aggregation pheromone.

Key words: Capsicum spp., Kairomones, attractants, pepper weevil.
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2.1. INTRODUCCION

Las kairomonas y feromonas son semioquimicos emitidos por las plantas e insectos,
respectivamente (Wood, 1982), y representan un papel importante en la comunicacion de los
mismos (Reddy y Guerrero, 2004; Brezolin et al., 2018). Por ejemplo, las kairomonas se
liberan durante la etapa vegetativa y productiva de las plantas con el propdsito de atraer
insectos y ser polinizadas (Raguso, 2004), o hacer un llamado a parasitoides y depredadores
para combatir un herbivoro beneficiado por los COVs como defensa (Kessler y Baldwin,

2001; Turlings y Wickers, 2004).

En las plantas de Capsicum spp., se liberan COVs atractivos para el picudo del chile
(Anthonomus eugenii Cano) (Addesso et al., 2011; Mufiiz-Merino et al., 2014; Seal y Martin,
2016). Esta respuesta comportamental de A. eugenii hacia su planta hospedera se debe a que
de ellas obtienen alimento, condiciones de reproduccion y desarrollo de su progenie, durante
la produccion de botones florales y frutos en desarrollo, causando pérdidas de hasta un 30 a

90% en la produccion de chiles (Torres-Ruiz y Rodriguez-Leyva, 2012).

Los métodos de deteccidn y control para el picudo del chile son los insecticidas, el uso de
organismos benéficos y la feromona del insecto (Rodriguez-Leyva et al., 2012; Eller et al.,
1994), estos dos ultimos son amigables con el ambiente (Gregg et al., 2018). El uso de la
feromona méas mezclas sintéticas son aplicadas en muchos insectos plaga; por ejemplo, la
feromona del picudo rojo de la palmera (Rhynchophorus ferrugineus Oliver) (Navarro-Llopis
et al., 2018), el picudo negro del platano (Cosmopolites sordidus Germar) (Abagale et al.,
2018) y en el picudo del pseudotallo del platano (Odoiporus longicollis Olivier). En este

ultimo se empled la feromona del insecto mas la mezcla sintética de 9-Octadecenal, acido
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hexadecanoico, acido nonanal tetradecanoico acid, etyl-4-etoxi benzoato, 2-Decenal y B-

Ocimeno) de su plantas hospedera (Alagesan et al., 2018).

Por otra parte, la feromona de agregacion del picudo del chile, ya comerciable, junto con
las kairomonas de la planta de Capsicum spp., pueden mejorar su deteccion, control,
prevencion y disminuir las pérdidas que ocasiona cada afio esta plaga. Sin embargo, ain se
desconoce las concentraciones de mezclas que permitan ser probados en campos antes de la
floraciéon y después la cosecha. Para ello se evalud en etapa de laboratorio la atraccion de
adultos del picudo a mezclas de COVs sintéticos similares a los emitidos por los 6rganos de
botones florales, flores y frutos de C. annuum var. Poblano. El objetivo de este estudio fue
evaluar mezclas sintéticas y determinar al menos una con capacidad de atraccion en los

adultos de Anthonomus eugenii Cano.
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2.2. MATERIALES Y METODOS

2.2.1. Colecta y cria de Anthonomus eugenii

Se realizaron colectas de chiles infestados con larvas de A. eugenii de las variedades
serrano y de arbol (Capsicum sp.) en Villa de Arista, San Luis Potosi, México (23°00'53.5"N
100°00'30.8"0) y Coatsonco, Huautla, Hidalgo, México (20°58'02.5"N 98°17'55.7"0. La
emergencia de los adultos se depositaron en frascos de 3 L en condiciones controladas (24 +
3°C y fotoperiodo de 12:12, HR 60%). Los picudos se alimentaron dos veces por semana con

flores y frutos frescos de chile en desarrollo de la var. Poblano.

2.2.2. Sexado de Anthonomus eugenii

Previo a los bioensayos, los machos y hembras con 10 a 20 dias de edad fueron sexados
con base en el mucrén metatibial (Eller, 1995). A los insectos no se les suministré alimento ni

agua durante 18 h (Eller et al., 1994).

Mucron metatibial

Figura 16. Mucrén metatibial de hembras (%, izquierda) y machos (&, derecha) de A. eugenii.
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2.2.3. Pruebas de atraccion en adultos de A. eugenii

Los bioensayos se realizaron en un olfatometro tipo “Y” (Pyrex®). En el experimento se
evaluo la respuesta de adultos machos y hembras de A. eugenii, copuladas y no copuladas, con
una edad de 10 a 20 dias, sexados. La distribucion de los tratamientos en los brazos del
olfatdbmetro se menciona en el Cuadro 1. Para cada tratamiento se utiliz6 20 insectos por sexo
que eligieron un brazo del olfatometro. El tiempo de actividad de respuesta asignado por
picudo fue de 5 min, los que no respondieron fueron reemplazados. Los experimentos se
realizaron de las 10:00 a 18:00 h en condiciones controladas (luz fluorescente de 32 W, 28
+2°C y HR del 60%), similares a los descritos por Addesso et al. (2011) y Hassemer et al.

(2016), con algunas modificaciones.

Cuadro 3. Distribucion de tratamientos para evaluar la atraccion de A. eugenii

Trat. Brazo A Brazo B
T1 Aire Aire
T2 Boton floral (BF) Aire
T3 Flor (FL) Aire
T4 Fruto (FR) Aire
Ts Extractos de boton floral (EBF) Aire
Te Extractos de flores (EFL) Aire
T7 Extractos de frutos (EFR) Aire
Ts M1: 2-isobutil-3-metoxipirazina (66.7%) + terpinoleno (33.3%). Aire
To M2: (Z)-3-hexenil acetato (2.7%) + (Z)-B-ocimeno (97.3%) Aire
Tio  M3: M1 (3.2% + 1.6%) + M2 (2.6% + 92.6%) Aire
Tu M3 (3.17% + 1.59% + 2.54% + 91.43%) + (Z)-3-hexenil (1.27%) Aire

Las mezclas (M) representadas en porcentajes en diferentes concentraciones fueron diluidos
en hexano HPLC (J.K. Baker®), n=4.
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Para los tratamientos de extractos de BF, FL, FR y de las mezclas sintéticas (Ts a T11)
fueron aplicados 10 pL sobre un papel filtro (2 cm?; Whatman® No. 2) y depositados en el
brazo derecho del olfatbmetro, por separado, y en la entrada principal del sistema se ubicé un
picudo. Durante las pruebas el olfatdbmetro se roto a partir de la tercera repeticion y cambio del
papel filtro con el extracto o la mezcla para evitar la predisposicion de los insectos en

responder en un solo brazo y volatilidad de los compuestos, respectivamente.

2.2.3. Anadlisis estadistico

El analisis de datos se realizaron con el programa SAS 9.0 Institute Inc., 2002, con una
bondad de ajuste en regresion logistica, prueba x2 P<0.05, donde se determino si la
proporcién observada de insectos que entraban a cada cadmara del olfatémetro fue diferente de

la esperada, bajo la hipdtesis de que al menos una mezcla gener6 una respuesta positiva.
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2.3. RESULTADOS Y DISCUSION

2.3.1. Respuesta comportamental de machos de A. eugenii

Los primeros bioensayos en machos a los tratamientos Ty a T11 con estimulos se observan
en la Figura 17. Para el T1 (testigo), las respuestas de los insectos en ambos brazos del
olfatometro, la ausencia de algin estimulo, tanto machos como hembras no mostraron

preferencia en comparacion con los tratamientos con estimulos (Figura 17, 18: A).

En el T3 (FL) la respuesta de los machos fue del 82.5% (x?= 17.63, P=0.0001), seguido del
T2 (BF) con 80% (x?= 14.65, P= 0.0001) y 76.25% (x?= 10.81, P= 0.0010) para el T4 (FR)
(Figura 17: A). Las respuestas indicaron que los estimulos volatiles estdn presentes en cada
organo e influyeron de forma similar en los insectos, aunque en flores, la respuesta de eleccion
en porcentaje fue mejor. Lo anterior, se atribuye a los volatiles en los machos como sefiales

para localizar areas de alimentacion (Hansson y Wicher, 2016).

En los tratamientos Ts (EBF) y T+ (EFR) de extractos por AD de 6rganos del chile var.
Poblano, los machos respondieron con el 73.75% (x?= 1.24, P= 0.2653) y 60% (x?= 8.64, P=
0.0033), respectivamente (Figura 17, B), mejores al Tg (FL): 58.75% (x?= 0.90, P= 0.3404).
En este ultimo la respuesta de eleccion de los insectos decayd considerablemente, y
probablemente se debié a la facil volatilizacion de los compuestos en el ambiente
(temperatura, aire y humedad) (Rodriguez-Currea et al., 2017). A pesar de estos factores los

insectos lograron percibir las sefiales quimicas de los extractos.

46



Organos frescos Extractos de organos

A
T1 (testigo) T5 (EBF)
T2 (BF) e
) voe T6(EFL)
T4 (FR) ** T7(EFR)

100 80 60 40 20 0 20 40 60 80 100 100 80 60 40 20 0 20 40 60 S0 100
i Testigo (aire) B Estimulo Testigo (aire) B Estimulo

C Mezclas sintéticas

100 80 60 40 20 0 20 40 60 80 100
Testigo (are) & Estimulo

Figura 17. Respuesta de atraccion de machos de A. eugenii a los tratamientos.
BF, boton floral; FL, flor; FR, fruto; E, extracto; M, mezcla. Ts: M1 (2-isobutil-3-

metoxipirazina+ terpinoleno); Teo: M2 ((Z)-3-hexenil acetato + (Z)-B-ocimeno); Tio: M3
(TetTo); T1: M4 (Tt (Z2)-3-hexenol). Los datos son representados como respuestas en
porcentajes. x2: *¥P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, (n=4).

La evaluacion de los tratamientos con mezclas sintéticas el Tg (M1), T (M2) y T11 (M4),
las respuestas de los machos fueron inferiores al 51. 25% (x?= 0, P= 1), en comparacion con el
T10 (M3) con un valor del 68.75% (x?= 5.10, P= 0.0239) (Figura 17, C). Lo anterior demostrd
que la mezcla tres constituida por cuatro compuestos favorecen la interaccion entre la planta 'y

el insecto (Hao et al., 2018).
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2.3.2. Respuesta comportamental de hembras de A. eugenii

La evaluacion de los tratamientos T (BF), T3 (FL) y T4 (FR) fueron del 78.75% (x?= 15.57,
P=0.0001), 86.25% (x?>= 25.64, P= 0.0001) y 70% (x?= 7.48, P= 0.0062), respectivamente
(Figura 18, A). En los cuales las flores generaron un incremento en la respuesta de eleccion en
los insectos, caracterizandola como el principal 6rgano con mayor emision de COVs
atractivos para el insecto. Ademas, las flores cumplen funciones bioldgicas importantes en los
insectos como su desarrollo y reproduccidon al alimentarse de ellas, a pesar de los dafios que
causan en las plantas (Hilker y Fatouros, 2015; Dobson, 2017; Xu y Turlings, 2017). Lo
anterior se observa en cultivos de Capsicum spp., y su hospedante A. eugenii (Addesso y

McAuslane, 2009).

A (f)rganos frescos B Extracto de organos
T1 (testigo) T5 (EBF)
T2 (BF) ok
T3 (L) s 16 (EFL)
T4 (FR) T7 (EFR)
100 80 60 40 20 0 20 40 60 80 100 100 80 60 40 20 0 20 40 60 80 100
B Testigo (aire) ® Estimulo @ Testigo (aire) B Estimulo
C Mezclas sintéticas
T8 (M1)
T9 (M2)
T10 (M3)
T11 (M4)

100 80 60 40 20 0 20 40 60 80 100
B Testigo (aire) ® Estimulo

Figura 18. Respuesta de atraccion de hembras de A. eugenii a los tratamientos.

BF, boton floral; FL, flor; FR, fruto; E, extracto; M, mezcla. Ts: M1 (2-isobutil-3-
metoxipirazina+ terpinoleno); To: M2 ((Z)-3-hexenil acetato + (Z)-B-ocimeno); Tio: M3
(Te+To); Ti: M4 (Tt (Z2)-3-hexenol). Los datos son representados como respuestas en

porcentajes. X?= *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, (n=4).
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La evaluacion de los extractos por AD el Ts (BF) frente a los Te (FL) y T7 (FR), la
respuesta de las hembras fue del 68.75% (x?>= 6.60, P= 0.0102), seguido de 63.75% (x?= 3.65,
P= 0.0558) y 62.5% (x?= 3.06, P= 0.0801), respectivamente. Lo anterior demostrd los COVs
de los extractos de AD de botones florales, estuvieron presentes en mayor tiempo durante su
evaluacion que el resto de los tratamientos de extractos. A pesar de las diferencias de

respuestas de eleccion las hembras lograron percibir los volatiles en los tres tratamientos.

La evaluacion de las mezclas sintéticas de los Tg (M1), Te (M2), T10 (M3) y T11 (M4); las
respuestas de las hembras al T1o (M3) fue del 63.75% (X?=3.65, P=0.0558) mejor que el resto
de los tratamientos con mezclas (Figura 18, C). Similarmente a los resultados obtenidos en los
machos. Lo anterior se debi6 por tener una mezcla de dos compuestos en el Ts: 55% (x°=
0.62, P=0.4289) y To: 47.50% (x?=0.025, P=0.8743), en consecuencia una respuesta de
eleccion inferior en ambos sexos. Esto sugiere que el tener una mezcla incompleta de los

compuestos no hay un estimulo quimico positivo.

Por otra parte, la adicion de (Z)-3-hexenol en el Tio la respuesta de los organismos fue
inferior a 41.25% (x?=0.90, P=0.3404), representando el T11 (M4) como una mezcla no

atractiva para hembras y machos de A. eugenii (Figura 17, 18: C).

Por lo tanto, el T1o (M3) compuesta por (Z)-p-ocimeno, (Z2)-3-hexenil acetato, 2-isobutil-3-
metoxipirazina y terpinoleno, cuantificados en C. annuum var. Poblano, son las principales
kairomonas que generan un estimulo de atraccion positiva en los adultos de A. eugenii y dafios
irreversibles por alimentacion de los picudos en los cultivos. Por ejemplo; Szendrei et al.
(2011) reportaron que el (Z)-B-ocimeno y el (Z)-3-hexenil acetato actian como atrayentes para
los adultos de Anthonomus musculus (Say), y es evidente que ambas especies del mismo

género comparten una atraccion de estos volatiles emitidas por sus plantas hospederas.
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También fueron reportados por Mufiz-Merino et al. (2014), al evaluar atrayentes para este
insecto en concentraciones diferentes a esta investigacion. Ademas, la evaluacion de los
compuestos en las mezclas estuvieron en funcion a su cuantificacion en los 6rganos de C.

annuum var. Poblano.

Se necesita hacer nuevas pruebas bioldgicas en los que se incluyan el cosmeno y f-elemeno
para determinar como posibles atrayentes que mejoren la atraccion de los adultos de A.
eugenii. La mezcla del Tyo junto con la feromona de agregacion del picudo pudiera mejorar la
captura de este insecto en trampas como se observa en Anthonomus rubi (Herbst) o Lygus
rugulipennis (Poppius) al combinar las kairomonas de su planta hospedera mas sus feromonas
para su trampeo en cultivos de fresas (Baroffio et al., 2018); las kairomonas del tallo del
platano mas la feromona del picudo Odoiporus longicollis Oliver (Alagesan et al., 2018),
entre otros. Es importante sefialar que ambos atrayentes (kairomonas y feromona) para el
picudo del chile deben utilizarse en los campos de produccién antes de la siembra y antes de
la floracién de Capsicum spp., para evitar la competencia de los COVs producidos por los

organos de la planta de chile.
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2.4. CONCLUSIONES

Se determiné el Tio (M3) como la mejor mezcla que generé una respuesta de atraccion
positiva del 68.75% en machos y 63.75% en hembras de Anthonomus eugenii Cano. Esta
mezcla estuvo compuesta por: (Z)-f-ocimeno (92.6%), (Z)-3-hexenil acetato (2.6%),

terpinoleno (1.6%) y 2-isobutil-3-metoxipirazina (3.2%).
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CONCLUSIONES GENERALES

Se cuantificaron los compuestos con concentraciones que oscilan para (Z)-p-ocimeno 49.24
Mg/g a 283.84 ug/g, (Z)-3-hexenil acetato 1.54 ug/g a 4.5 pg/g, terpinoleno 0.18ug/g a 0.87
ug/g y 2-isobutil-3-metoxipirazina 0.44 pg/g en los 6rganos de Capsicum annuum var.
Poblano.

Se determind el T1o (M3) como la mejor mezcla que genero una respuesta comportamental
positiva del 68.75% en machos y 63.75% en hembras de A. eugenii.
Estos compuestos serdn una buena base para desarrollar un atrayente sintético para la captura

de adultos de Anthonomus eugenii junto con su feromona de agregacion.
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