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Resumen. Se evaluaron atrayentes sintéticos derivados de flores y frutos del chile, aceite esencial
de botones florales de chile, solos o combinados con la feromona de agregacién del picudo del chile.
La evaluacién se realizé con la liberacién y recaptura en campo de adultos del picudo del chile.
Durante el 2018 se liberaron insectos a 5, 10, 15, 30 y 60 m, mientras que en el 2019 se realizaron
otras evaluaciones a 5, 10 y 15 m de distancia. La volatilidad de la mezcla sintética y feromona de
agregacion se determind a partir del andlisis por cromatografia de gases de los volatiles colectados
por aireaciéon dindmica. Las trampas con la mezcla sintética y el aceite esencial capturaron adultos
hasta 10 m de distancia, mientras que las trampas con feromona atraparon insectos hasta 60 m. La
combinacién entre la feromona y la mezcla sintética o aceite esencial de botones florales atrajeron
cantidades similares de adultos que las trampas con feromona individual (P>0,05). La eliminacién
del dcido gerdnico de la feromona de agregacién redujo el nimero de insectos (P<0,05). La mezcla
sintética capturé insectos en distancias cortas, resultados que podrian mejorar aumentando la
concentracién o adicionando otros compuestos.

Palabras clave: Capsicum annuum, feromona de agregacién, kairomona, Z-3-hexenil acetato,
Z-f3-ocimeno.

Abstract. Synthetic attractants derived from flowers and pepper fruits, pepper flower buds
essential oil, alone or combined with the aggregation pheromone of the pepper weevil were
evaluated. The evaluation was carried out with the release and recapture in the field of adults
of the pepper weevil. During 2018 insects were released at 5, 10, 15, 30 and 60 m, while in 2019
other evaluations were carried out at 5, 10 and 15 m away. The volatility of the synthetic mixture
and aggregation pheromone was determined from gas chromatographic analysis of the volatiles
collected by dynamic aeration. The synthetic mix and essential oil traps captured adults up
to 10 m away, while the pheromone traps trapped insects up to 60 m. The combination of the
pheromone and the synthetic mixture or flower bud essential oil attracted similar amounts of
adults as the individual pheromone traps (P> 0.05). Removing geranic acid from the aggregation
pheromone reduced the number of insects (P <0.05). The synthetic mixture captured insects at
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short distances, results that could be improved by increasing the concentration or adding other
compounds.

Key words: Aggregation pheromone, Capsicum annuum, kairomone, Z-3-hexenyl-acetate, Z-B-ocimene.

Introduccion

El principal problema en el cultivo del chile (Capsicum annuum L., Solanaceae) es
ocasionado por el picudo del chile (Anthonomus eugenii Cano), un insecto que se distribuye
desde el sur de Estados Unidos hasta Centroamérica (EPPO 2019). En México, se cultivan
alrededor de 151.607 ha de chile por afio, distribuidas en todo el territorio nacional, con
una produccién de 3.120.536 toneladas (SIAP 2019). Los adultos de este curculiénido se
alimentan de yemas florales y frutos en desarrollo, sin embargo, el dafio mds evidente
es causado por sus larvas. Esta plaga ocasiona pérdidas que varian entre el 30 y el 90 %
de la produccién si no se implementan medidas de control oportunas (Campbell 1924;
Velazco 1969). Para combatir al insecto, los productos quimicos se han usado como la
primera opcién; los métodos tradicionales se dificultan debido a que la mayor parte de
su desarrollo se lleva a cabo dentro del fruto, lo que le permite al insecto evadir cualquier
aplicacién quimica. Derivado de la dificultad en el control, en México se realizaron a
campo abierto hasta 15 aplicaciones de insecticida por temporada (Avendafio-Meza
2017), lo que genera efectos negativos para los organismos benéficos (Rodriguez-Leyva
et al. 2007).

Con la feromona de A. eugenii es posible capturar adultos antes de que éstos sean
detectados mediante inspecciones visuales (Eller ef al. 1994; Eller y Palmquist 2014), sin
embargo, esta estrategia s6lo es eficiente antes dela floracién y al final dela cosecha, debido
a que el efecto de la feromona se diluye ante la gran cantidad de volatiles liberados por las
flores, lo que se correlaciona con la baja captura en trampas cebadas con feromonas (Eller
et al. 1994). En diferentes trabajos se indica que el picudo del chile responde a los aromas
liberados por las plantas hospedantes (Addesso y McAuslane 2009) y en particular por
sus estructuras reproductivas (Bautista-San Juan et al. 2019). Varios de estos compuestos
han sido identificados, sintetizados y evaluados en experimentos de laboratorio; su
combinacién con la feromona de agregacién ha mostrado un sinergismo en la respuesta
del insecto bajo pruebas de laboratorio (Muiiiz-Merino et al. 2014). No obstante que
se tienen identificados los compuestos liberados por las estructuras reproductivas del
chile, no se han realizado estudios para determinar su efectividad sobre el monitoreo
de insectos en campo. Por lo tanto, este trabajo tuvo como objetivo estudiar el efecto de
diferentes compuestos extraidos de la planta hospedante para la atraccién del picudo del
chile en condiciones de campo abierto.

Materiales y Métodos

Insectos. Insectos de edad y estado de apareamiento desconocidos fueron recolectados
en el ejido Vallejo (23,118245° N, -100,545644° O), municipio de Villa de Guadalupe, San
Luis Potosi, México en cultivares de chile serrano durante agosto de 2018. La colonia se
establecié en el Colegio de Postgraduados, en condiciones controladas de temperatura
(26+2 °C) y fotoperiodo (13:11 hrs luz: oscuridad). Cada tercer dia se retiraron los adultos
emergidos y se trasladaron a recipientes de 3 L de capacidad, donde permanecieron hasta
su uso, alimentados continuamente con frutos en desarrollo de chile jalapefio (< 30 mm
de longitud). Para los experimentos en campo, se utilizaron insectos con mds de 10 dias
de edad, separados por sexo de acuerdo a las caracteristicas descritas por Eller (1995).
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Los insectos sin copular se dejaron 12 hrs sin alimento y agua antes de las pruebas en
campo.

Atrayentes. La mezcla sintética estuvo conformada por (E)-B-ocimeno (53 %) [Chemos®],
(Z)-B-ocimeno (6 %), 2-Isobutil-3-metoxipirazina (3 %), (Z)-3-hexenil acetato (25 %) y
terpinoleno (13 %) [Sigma Aldrich®]. En tubos de microcentrifuga, se colocaron 500 mg de
la mezcla de los compuestos sintéticos, diluidos en aceite mineral (Herschi Trading®) con
un volumen final de 1 mL. Los componentes de la feromona de agregacién del picudo del
chile, (Z)-2-(3,3-dimetilciclohexilideno) etanol, (E)-2-(3, dimetilciclohexilideno) etanol, (Z)-
(3,3-dimetilciclohexilideno) acetaldehido, (E)-3,3-dimetilciclohexilideno) acetaldehido, (E)-
3,7-dimetil-2,6-octadien-1-ol y (E)-4cido 3,7-dimetil-2,6-octadienoico fueron adquiridos en
Ferommis®. El aceite esencial se extrajo mediante arrastre de vapor con 100 gr de botones
florales de chile cv. poblano utilizando la metodologia descrita por Zheljazkov et al. (2013),
con algunas modificaciones. En cada liberador, se agregaron 500 mg de aceite extraido,
diluidos en aceite mineral para su evaluacién en campo.

Experimentos en campo. El experimento se estableci6 en un drea ubicada en el Colegio
de Postgraduados, municipio de Texcoco, Estado de México, México (19,468861° N,
-98,898833° O). El terreno tenia una topografia plana, sin presencia de cultivo de chile para
evitar interferencia de picudos provenientes del campo. Se utilizaron trampas amarillas
(30,5 x 15 cm), impregnadas con pegamento (Adhequim®), las cuales se colocaron un
dia antes de iniciar el experimento a una altura de 0,30 m en direccién a los vientos
predominantes. Durante agosto-diciembre del 2018 se evaluaron como tratamientos: a)
una mezcla sintética (MS), b) aceite esencial de botones florales (AE), c) feromona de
agregacion (FA), d) mezcla sintética y feromona (MS: FA), e) aceite esencial y feromona
(AE: FA) y f) trampas sin atrayente como testigo (TA). En la primera evaluacién se
utilizaron 720 picudos, se liberaron 10 ejemplares (5 hembras y 5 machos) desde 5 m de
distancia en los cuatro puntos cardinales del lugar de ubicacién de cada tratamiento. Para
la segunda evaluacién se liber6 la misma cantidad de insectos desde 10 m de distancia
en los cuatro puntos cardinales. En la tercera evaluacién se utilizaron 864 picudos, se
liberaron 12 ejemplares (6 hembras y 6 machos) desde una distancia de 15 m en los cuatro
puntos cardinales. En la cuarta evaluacién se emplearon 1.008 picudos, se liberaron 14
ejemplares (7 hembras y 7 machos) desde una distancia de 30 m en los cuatro puntos
cardinales. En la quinta evaluacion, se usaron 1.296 picudos, de los cuales se liberaron 18
ejemplares desde 60 m de distancia en los cuatro puntos cardinales. Entre agosto-octubre
del 2019 se evaluaron los tratamientos: a) mezcla sintética y dcido gerdnico (MS: AG),
b) feromona de agregacién sin dcido gerdnico (SC), ¢) dcido gerdnico (TC), d) feromona
de agregacion completa y e) trampas sin atrayente como testigo (TA) a 5, 10 y 15 m
de distancia. En cada evaluacién se utilizaron 600 picudos y se liberaron 10 ejemplares
(5 hembras y 5 machos) en los cuatro puntos cardinales de las trampas por repeticién.
Todos los tratamientos se distribuyeron en un disefio de bloques completamente al azar,
con tres repeticiones por tratamiento con una separacién de 100 m entre cada repeticién
y tratamiento. Las liberaciones se realizaron durante las 13:00 a 17:00 horas de la tarde,
de acuerdo con el periodo de mayor actividad de hembras y machos (Mufiz-Merino et
al. 2014). La cantidad de insectos utilizados estuvo sujeta a la disponibilidad de estos en
la colonia establecida. Las trampas se revisaron una vez por semana, durante los 15 dias
que duré cada evaluacién, mientras que el nivel del volumen de cada dispensador se
revis0 una vez por semana.

Coleccién de volatiles en dispersores. Los compuestos de la mezcla sintética y feromona
de agregacioén se capturaron por aireacién dindmica en los dfas 1, 7, 14, 21 y 28 dfas. Los
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liberadores se colocaron en un frasco cilindrico de vidrio con cuello esmerilado 29/42
de 21 cm de alto, 6 cm de didmetro interno y 500 mL de capacidad (Pyrex®). El frasco
tenfa un tapén esmerilado (2942), con dos tubos de cristal a los cuales se les coloc6 una
manguera Nalgene (3/16 ID), por donde se hizo pasar aire con una bomba Elite 802 con
un flujo de 60 mL /min, regulado con un flujémetro (Gilmont®). Tres frascos se colocaron
a un mismo tiempo para cada liberador, en cada punto de ingreso del aire se colocé una
pipeta pasteur de 150 mm (Brand®) empacado con 50 mg de adsorbente Tenax TA 60/80
(Sigma Aldrich®) el cual fungié como filtro. Otro cartucho igual se colocé en linea, a la
salida de cada frasco, para la colecta de los compuestos provenientes del dispersor, con un
tiempo de captura de 3 horas. Los voldtiles capturados en cada cartucho se eluyeron con
4 mL de hexano grado HPLC y se llevaron a una concentracién de 100 yL mediante una
corriente suave de nitrégeno. La solucién resultante se colocé en viales color &mbar de
3 mL (Agilent-Technologies®) y se almacené a - 4 °C hasta su andlisis por cromatografia
de gases.

Analisis cromatografico de las muestras de los liberadores. De cada muestra concentrada
se inyecté 1 uL a un cromatégrafo de gases Hewlett Packard (5890) con detector de
ionizacién de llama (GC-FID). Las condiciones de Cromatografia de Gases fueron:
nitrégeno como gas acarreador, con un flujo de 1 mL min-1, la temperatura del detector
y del inyector fue de 250 °C. Las condiciones de corrida fueron temperatura inicial de 40
°C estable por 5 min, luego aument6 5 °C min-1 hasta alcanzar 100 °C, después aumenté
10 °C min-1 hasta alcanzar 210 °C manteniéndolo por 5 min, con un tiempo de total de
corrida de 33 min. La identificacién y confirmacién de los compuestos se obtuvieron
mediante la comparacién de los tiempos de retencién con estdndares comerciales.

Anailisis estadistico. Los datos de los experimentos de cada distancia evaluada se
analizaron mediante modelos lineales mixtos, los tratamientos se utilizaron como factor
fijo y las repeticiones anidadas en semanas como factor aleatorio. Se realizé un analisis
post hoc con la correccién de Bonferroni con una probabilidad de 0,05 para comprobar si
existfan diferencias significativas dentro de cada grupo de medias. Todos los andlisis se
realizaron con el programa SPSS v. 25.0 para Windows (IBM Corp. 2019).

Resultados

Durante el 2018, los resultados de la primera evaluacién en campo a 5 m de distancia
mostraron diferencia significativa en el ntimero promedio de picudos recapturados
(F=31,558; df= 5, 48; P < 0,05). Los tratamientos FA (8,55+1,02), FA: MS (7,33£1,02) y
FA: AE (7,33£1,02) registraron las medias mds altas, mientras que MS y AE presentaron
valores muy inferiores, pero mayores en comparacién con el testigo (Fig. 1; 5 m). En las
comparaciones post hoc, la diferencia de medias entre FA comparada con MS (8,11+1,02),
AE (7,88+1,02) y TA (8,55+1,02) registraron diferencias de medias significativamente
mayores (P<0,05); mientras que FA: MS y FA: AE presentaron diferencias de medias
similares comparada con MS (6,88+1,02), AE (6,66+1,02) y TA (7,3311,02). En la segunda
evaluacién a 10 m de distancia también se obtuvo diferencia significativa entre los
tratamientos utilizados (F=52,509; df= 5, 40; P < 0,05). El testigo (TA) registré valores
inferiores, comparadas con MS y AE, mientras que FA, FA: MS y FA: AE presentaron las
medias mds altas (Fig. 1; 10 m). En las pruebas post hoc, las diferencias de medias entre
FA con MS (7,8840,78), AE (8,22+0,78) y TA (9,00+0,78); FA: MS con MS (6,00+0,78), AE
(6,33£0,78) y TA (7,11+0,78); asi como FA: AE con MS (6,22+0,78), AE (6,55+0,78) y TA
(7,33+0,78) fueron significativamente mayores (P<0,05).
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Figura 1. Promedio de picudos recapturados a 5 y 10 m de distancia durante 2018. Tratamientos:
MS (mezcla sintética), AE (aceite esencial), FA (feromona de agregacion), FA: MS (feromona de
agregacion: mezcla sintética), FA: AE (feromona de agregacion: aceite esencial) y TA (trampa sin
atrayente como testigo). Medias + Error estdndar de los tratamientos. Letras distintas indican
diferencias significativas; Prueba de Bonferroni (P < 0,05).

Los resultados a 15 m de distancia indicaron que hubo un efecto de los tratamientos, los
cuales se diferenciaron estadisticamente en el ntiimero promedio de recapturas (F=124, 310; df=5,
40; P <0,05). En la cuarta evaluacién en campo a 30 m de distancia, los tratamientos nuevamente
registraron diferencia significativa en el niimero de recapturas (F= 137, 277; df=5, 40; P < 0,05),
asi como en la quinta evaluacién a 60 m de distancia (F=41, 353; df=5, 40; P <0,05). Las medias en
MS, AE y TA (0,7040,11) resultaron similares en estas evaluaciones, mientras que FA, FA: MS y
FA: AE presentaron las medias m4s altas (Fig. 3). En las pruebas post hoc, la diferencia de medias
entre FA, FA: MS y FA: AE fueron significativamente mayores, comparadas con MS, AE y TA
(P<0,05). Las pruebas univariadas, mostraron diferencia significativa en estas distancias, lo que
indica que el modelo propuesto, resulté aceptable (P< 0,05).
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Figura 2. Promedio de picudos recapturados a 15, 30 y 60 m de distancia durante 2018. Tratamientos:
MS (Mezcla sintética), AE (aceite esencial), FA (feromona de agregacién), FA: MS (feromona de
agregacion: mezcla sintética), FA: AE (feromona de agregacion: aceite esencial) y TA (trampa sin
atrayente como testigo). Medias + Error estdndar de los tratamientos. Letras distintas indican
diferencias significativas; Prueba de Bonferroni (P < 0,05).

Durante el 2019, los tratamientos evaluados a 5 m de distancia presentaron diferencia
significativa en el nimero de insectos recapturados (F=23,024; df= 5,40; P < 0,05). La
diferencia de medias en FA, fue estadisticamente mayor que los tratamientos restantes
(Fig. 3; 5 m). Los tratamientos MS: AG con TC (0,62+0,14), FA (-0,57+0,14) y TA (0,7440,14);
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SC con TC (0,70+0,14) y TA (0,8140,14); TC con MS: AG (-0,62+0,14), SC (-0,70+0,14) y FA
(-1,19:014); FA con MS: AG (0,57+0,14), TC (1,19+0,14) y TA (1,310,14); asi como TA con
MS: AG (-0,7440,14), SC (-0,81+0,14), FA (-1,31+0,14) registraron diferencia significativa de
acuerdo a las comparaciones post hoc (P<0,05). A 10 m de distancia del punto de liberacién
se encontré diferencia significativa en el promedio de adultos recapturados entre los
tratamientos evaluados (F = 8,895; df = 5,40; P < 0,05). Las medias entre FA (1,61) y MS: AG
(1,31) fueron mds altas, comparadas con TA (0,86) utilizada como testigo (Fig. 3; 10 m). En
las comparaciones post hoc de Bonferroni, los tratamientos SC (-0,4810,12); TC (-0,63+0,12);
y TA (-0,7540,12) presentaron diferencia de medias significativamente menores que FA
(P<0,05), mientras que FA fue mayor comparada con SC (0,48+0,12), TC (0,63£0,12) y TA
(0,75+0,12). Para la evaluacién a 15 m, también se observé un efecto significativo entre los
tratamientos sobre el nimero de recapturas (F=10,612; df=5,40; P<0,05). La prueba post
hoc en MS: AG (-0,36+0,08), SC (-0,48+0,08), TC (-0,48+0,08) y TA (-0,48+0,08) resultaron
significativamente menores (Fig. 3; 15 m), comparadas con FA (P<0,05); mientras que FA
resulté significativamente mayor que MS: AG (0,36+0,08), SC (0,48+0,08), TC (0,48+0,08) y
TA (0,48+0,08).
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Figura 3. Promedio de picudos recapturados a 5, 10 y 15 m de distancia durante 2019. Tratamientos:
MS: AG (Mezcla sintética: 4cido gerdnico), SC (feromona de agregacién sin dcido gerdnico), TC
(Acido gerénico), FA (feromona de agregacion), TA (trampas sin atrayente como testigo). Medias
+ Error estdndar de los tratamientos. Letras distintas indican diferencias significativas; Prueba de
Bonferroni (P < 0,05).

En el andlisis cromatografico, los compuestos E-p-ocimeno (OCIMe) y Z-3-hexenil
acetato (HEXAz) registraron las dreas mds altas, mientras que el 2-isobutil-3-metoxipirazina
(MPIR) presento el drea mds baja durante el tiempo de exposicién en campo en los tubos
de microcentrifuga. En contraste, en la feromona de agregacion, los compuestos (Z)-2-(3,3-
dimetilciclohexilideno) etanol (PW 1), (E)-2-(3,3- dimetilciclohexilideno) etanol (PW II) y
(E)-dcido 3,7-dimetil-2,6-octadienoico (GERAc) registraron mayor volatilidad. Cinco de los
compuestos permanecieron hasta 28 dias de exposiciéon en campo, mientras que el (E)-
dcido 3,7-dimetil-2,6-octadienoico (GERACc) solo permanecio en el dispersor hasta 14 dias.

Discusion

Las trampas con la mezcla sintética y aceite esencial registraron adultos del picudo del
chile a 5y 10 m de distancia, aunque no fueron significativamente diferentes, comparadas
con el control. De manera similar, Cha et al. (2008) no lograron encontrar un cambio
significativo en el nimero de machos de Paralobesia viteana (Clemens) entre trampas
con sefiuelos sintéticos basados en voldtiles de plantas huésped y trampas de control.
Estudios previos (Mufiz-Merino et al. 2014; Bautista-San Juan et al. 2019), demostraron por
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olfatometria en laboratorio que la respuesta de machos y hembras fue inequivoca hacia
los volatiles de la mezcla evaluada. Probablemente, la cantidad de volétiles liberados en
campo estuvo debajo del umbral de recepcién; asi lo sugirieron los resultados del andlisis
cromatografico, donde los compuestos de la mezcla sintética presentaron mayor volatilidad
comparadas con los componentes de la feromona de agregacién. Esto quizd ocasioné la
perdida de atraccién durante el tiempo de exposicién, por lo que posiblemente se deban
aumentar las concentraciones de la mezcla en los dispersores.

El volumen del extracto del aceite esencial disminuyé mas del 50 % en cinco dias,
estd pérdida en el volumen del aceite puede atribuirse a la volatilidad de alguno de los
componentes presentes como ha sucedido con otros compuestos (Mette-Cecilie et al. 2019).
En el género Anthonomus, la evaluacién de aceites esenciales es escasa, solo existen algunos
reportes con A. grandis Boheman, donde se observé una atraccion hacia los aceites extraidos
de sus plantas hospederas (McKibben et al. 1977). Estudios recientes han demostrado la
importancia de los aceites esenciales para la deteccion de plagas (Owens et al. 2017; Kendra
et al. 2018), por lo que su implementacion en el manejo de insectos es una opcién que se
podria explorar en otros estudios.

La combinacién entre la feromona de agregacion y los compuestos provenientes del
hospedero no aumentaron el ntimero de recapturas. Szendrei et al. (2011), en experimentos
de campo, observaron que la adicién de Z-3-hexenil-acetato y hexil acetato, voldtiles
principales del ardndano, con componentes de la feromona de A. musculus Say no mejoraron
la atraccién. Una explicacién posible de nuestros resultados podria ser que la relacién de
la liberaciéon de los componentes en la mezcla utilizada no fue suficiente para atraer al
picudo y provocar un sinergismo, como sucedié con A. rubi Herbst, donde la adicién de
1,4-dimethoxybenzene, principal volatil de la fresa, junto con la feromona de agregacién
causoé capturas mayores que con la feromona individual (Wibe et al. 2014).

La feromona de agregacion sin dcido gerdnico fue significativamente inferior, comparada
con la feromona completa. El dcido gerdnico estuvo presente hasta 14 dias de acuerdo con
el andlisis cromatografico, la rdpida volatilidad pudo haber ocasionado una respuesta nula
en campo. El dcido gerdnico por si mismo resulta ineficiente, sin embargo la mezcla de
los seis compuestos de la feromona es mucho mds atractiva que la de cinco compuestos
(Eller et al. 1994; Eller y Palmquist 2014), esto se observé en las trampas donde tinicamente
se utiliz6 el dcido gerdnico (TC), ya que en estas, se obtuvieron las capturas mds bajas
comparadas con el control; el color pudo haber influido en estas capturas, ya que se ha
demostrado que las trampas amarillas no cebadas son atractivas para los adultos A. eugenii
(Riley y Schuster 1994). La mezcla sintética combinada con dcido gerdnico, componente
de la feromona del picudo de chile capturé insectos a 15 m de distancia, aunque no se
present6 diferencia significativa comparada con el control. Similarmente, la adicién
de la feromona de agregacion de A. rubi a la combinacién de la feromona sexual de L.
rugulipennis + fenilacetaldehido no caus6 cambios significativos en las tasas de captura de
Lygus rugulipennis Poppius (Baroffio et al. 2018). En futuros estudios, se podria optimizar
la mezcla de la feromona de A. eugenii y los voldtiles del chile para mejorar la atraccién de
este insecto.

Conclusion

Las trampas conlamezcla de (E)-B-ocimeno, (Z)-B-ocimeno, 2-Isobutil-3-metoxipirazina,
(Z)-3-hexenil acetato y terpinoleno presentaron insectos a corta distancia, similar al aceite
esencial. La mezcla debe mejorarse, quizds mediante el aumento de la concentracién de los
componentes o la adicién de otros compuestos presentes en el chile. Fue evidente que la
feromona de agregacién es una estrategia efectiva para la captura de adultos de A. eugenii,
siempre y cuando su colocacién sea antes de la floracién y después de la cosecha, para
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atraer y capturar a la mayor cantidad de adultos que se pudieran encontrar en hospederos
alternos.
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