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RESUMEN

En los ultimos 30 afos, los extractos de plantas se han utilizado contra diversas especies de insectos fitéfagos y han cobrado importancia
como alternativas para el control de insectos plaga porque no afectan el ambiente y son amigables con enemigos naturales de insectos
fitofagos. En este estudio se evalud el efecto insecticida y repelente del extracto de chile habanero (Capsicum chinense) sobre adultos
de Bemisia tabaci. Se realizaron bioensayos de repelencia y mortalidad en frascos de 150 ml de volumen con diversas concentraciones
de los capsaicinoides extraidos del chile habanero variedad criolla naranja. El disefio experimental fue completamente al azar en arreglo
factorial 8 x 7 (factor tiempo y factor concentraciones de extractos) en el bioensayo de mortalidad, y en el bioensayo de repelencia el
arreglo factorial fue de 8 x 8 (factor tiempo y factor concentraciones de extractos) con cuatro repeticiones para cada tratamiento. Las
concentraciones del 30 y 40 % de extracto tuvieron mayor efecto de mortalidad con respecto a los demas. En cuanto a la repelencia, las
concentraciones >30 % de extracto presentan mayor repelencia con respecto a las demas concentraciones. En cuanto al factor tiempo,
los resultados indican que C. chinense presenta efecto repelente desde la primera hora de exposicion hacia B. tabaci.

PALABRAS CLAVE ADICIONALES: Bioensayos, chile habanero, insecticida organico, repelencia.

THE in vitro BIOLOGICAL ACTIVITY OF Capsicum chinense Jacq EXTRACT AGAINST
Bemisia tabaci Genn

ABSTRACT

Over the last 30 years, plant extracts have been used against several phytophagous insect species, gaining importance as alternatives for
pest control, because they do not affect the environment and are friendly to phytophagous insects’ natural enemies. In the present work,
the insecticidal and repellent effects of C. chinense extract against B. tabaci adults were appraised. Repellency and mortality bioassays
were performed using a flask (150 mm) with different concentrations of capsaicinoids extracted from habanero peppers (Capsicum chi-
nense), local orange variety. A random experimental design was used with an 8 X 7 factorial arrangement for the mortality bioassay, and
an 8 x 8 factorial arrangement for the repellency effect, with four replications per treatment. Concentrations of 30 and 40 % of the extract
showed a higher mortality effect than others. Concerning the repellency, treatments >30 % of extract showed a higher repellency com-
pared to other treatments. The results showed that C. chinense has a repellent effect during the first hour of exposure against B. tabaci.

ADDITIONAL KEYWORDS: Bioassays, habanero pepper, organic insecticide, repellency.
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INTRODUCCION

La plaga de mayor importancia econémica del cul-
tivo de chile habanero (Capsicum chinense Jacq.) es la
mosca blanca (Bemisia tabaci Genn.) (Soria et al., 2003).
Ocasiona pérdidas de produccion que pueden alcanzar
hasta el 90 % (Ruiz y Medina, 2001). Ademas de causar
dafios directos por su alimentacion, dicha especie actua
como vector de virus (Bielza et al., 2000). De acuerdo con
el paquete tecnolégico para el chile habanero presenta-
do por Soria et al. (2003), se recomienda la aplicacién de
insecticidas sintéticos del grupo de los carbamatos, orga-
nofosforados y neonicotinoides para el control de insectos
plaga. Sin embargo, estos insecticidas causan problemas
de contaminacion ambiental, peligro de intoxicacion en per-
sonas, riesgo de residuos téxicos al consumidor, desarrollo
de resistencia en los insectos plaga y muerte en enemigos
naturales de plagas (lannacone y Lamas, 2003; Viglianco
et al., 2006). Adicionalmente, B. tabaci posee alto potencial
reproductivo, con elevada fecundidad y ciclo de vida corto,
por lo cual es muy dificil controlarla en areas de cultivos
horticolas (Bethke et al., 1991).

Para atender esta problematica, se considera necesa-
ria la busqueda de alternativas de control, con menos ries-
gos para el ambiente, la salud humana y de mayor eficacia
contra los insectos-plaga. Tal es el caso de sustancias deri-
vadas del metabolismo secundario de las plantas (Hernan-
dez-Lauzardo et al., 2007; Salvadores et al., 2007).

En las ultimas tres décadas, los extractos de plantas
han sido usados contra diversas especies de insectos fitéfa-
gos (Clemente et al., 2003), porque no afectan el ambiente y
son menos dafinos con los enemigos naturales de insectos
plaga (lannacone y Lamas, 2003; Aggarwal y Brar, 2006).
Se ha encontrado que los insectos no crean resistencia a
los extractos de plantas debido a que son una mezcla de
metabolitos secundarios (Valladares et al., 2003).

Alrededor de 2000 especies vegetales tienen po-
tencial de manejo para el control de insectos plaga. Las
familias que destacan son Euphorbiaceae, Asteraceae,
Labiatae, Fabaceae, Compositae y Solanaceae (Jermy,
1990). En general, los metabolitos secundarios se pueden
clasificar en insecticidas, aquellos que causan la muerte
de los insectos, y los insectistaticos, que se refieren a la
inhibicién del desarrollo y comportamiento de los insectos.
Por ejemplo, los repelentes, que ahuyentan a los insectos
de sus plantas hospederas (Celis et al., 2008).

En la revisiéon de Castillo et al. (2010), se presentan
los compuestos y la actividad bioldgica de varias especies
de tres familias: Annonaceae, Solanaceae y Meliaceae.
En especial, en la familia Solanaceae se han obtenido ex-
tractos (polvos, acuosos y pastas) que poseen efecto in-
secticida y repelente sobre diversas especies de insectos
(Pascual-Villalobos, 1998; Mareggiani, 2001).

Las especies del género Capsicum sintetizan capsai-
cinoides, de los cuales, la capsaicina y la dihidrocapsaicina

INTRODUCTION

The whitefly (Bemisia tabaci Genn.) is the most eco-
nomically important pest of the habanero pepper crop
(Capsicum chinense Jacq.) (Soria et al., 2003). This pest
causes production losses that can reach up to 90 % (Ruiz
and Medina, 2001). It causes direct damage due its feeding
habits; in addition, this species acts as virus vector (Bielza
et al., 2000). According to the technological package for ha-
banero pepper presented by Soria et al. (2003), it is recom-
mended to use synthetic insecticides (carbamates, organo-
phosphates and neonicotinoids) to control pest insects.
However, these pesticides cause environmental problems,
risk of poisoning in people, risk of toxic residues when be-
ing consumed, pest insects resistances development and
the death of insects’ natural enemies (lannacone and La-
mas, 2003; Viglianco et al., 2006). In addition, B. tabaci
has high reproductive potential, with high fertility and short
life cycle, so in horticulture crop areas it is very difficult to
control this pest (Bethke et al., 1991).

To address this problem, it is necessary to seek for
control alternatives, with less risk for the environment, hu-
man health, and greater efficiency against pest insects.
That is the case of substances derived from the plant sec-
ondary metabolism (Hernandez-Lauzardo et al., 2007; Sal-
vadores et al., 2007).

In the last three decades, plant extracts have been
used against several phytophagous insect species (Clem-
ente et. al., 2003) gaining importance as alternatives for
pest control, because they do not affect the environment
and are friendly to phytophagous insects’ natural enemies
(lannacone and Lamas, 2003; Aggarwal and Brar, 20086). It
has been discovered that insects do not create plant extract
resistance because this extract is a mixture of secondary
metabolites (Valladares et al., 2003).

About2,000plantspecieshave managemen potentialto
control pest insects. Euphorbiaceae, Asteraceae,Labiatae,
Fabaceae, Solanaceae and Compositae are the main fami-
lies (Jermy, 1990). In general, secondary metabolites can
be insecticides classified into those that cause the death of
insects, and the insectistatics, which refer to the inhibition
of the development and behavior of the insects. For exam-
ple, repellents that repel the insects from their host plants
(Celis et al., 2008).

In the review of Castillo et al. (2010), we can observe
the compounds and biological activity of several species of
three families: Annonaceae, Solanaceae and Meliaceae.
Extracts (powders, aqueous and pulp) were obtained, in
particular, from the Solanaceae family, which have insec-
ticidal and repellent effect against various insect species
(Pascual-Villalobos, 1998; Mareggiani, 2001).

Capsicum species synthesize capsaicinoids of which
capsaicin and dihydrocapsaicin provoke up to 90 % of the
pungency in peppers (Lopez, 2003; Cazares et al., 2005).
In recent years, it has been shown that capsaicinoids show
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son responsables hasta del 90 % de la pungencia en los
chiles (Lépez, 2003; Cazares et al., 2005). En los ultimos
afios se ha demostrado que los capsaicinoides presentan
actividad bioldgica contra insectos, como el efecto toxi-
co sobre Myzus persicae (Sulzer) (Edelson et al., 2002)
y efecto antialimentario sobre Earias insulana (Boisduval)
(Weissenberg et al., 1986). Actualmente, en los Estados
Unidos de América, existen patentes de insecticidas y
agentes de control que contienen capsaicinoides (Eich,
2008). Ademas, se han introducido como repelentes para
el manejo de plagas en la agricultura y se utilizan como
sinergistas con insecticidas sintéticos (Liu y Lin, 2003).

Los capsaicinoides se sintetizan y acumulan en el te-
jido de la placenta adyacente a las semillas (Ben Chaim
et al., 2006), y su contenido depende del genotipo, la ma-
durez del fruto y de las condiciones de cultivo (Zewdie y
Bosland, 2000).

En este trabajo se evalud, bajo condiciones in vitro, la
actividad bioldgica del extracto de capsaicinoides del fruto
del chile habanero variedad criolla naranja, en plantulas de
la misma especie, contra la mosca blanca, con la finalidad
de determinar su actividad insecticida y repelente.

MATERIALES Y METODOS

Colecta de insectos

Los adultos de B. tabaci utilizados en los bioensa-
yos se obtuvieron del cultivo de chile habanero variedad
criolla naranja establecido en bolsas negras, en el inverna-
dero del Campus de Ciencias Biolégicas y Agropecuarias
(CCBA), de la Universidad Autonoma de Yucatan (UADY).
A cada bolsa se le agregé composta con proporcién 3:1 de
tierra roja y estiércol de borrego; después del trasplante,
no se utilizé ningun fertilizante quimico y se aplicé por uni-
ca vez un acaricida (Ingrediente activo, abamectina; dosis,
50-70 cm?®:hl), para controlar la presencia de acaros rojos
(Tetranychus urticae Koch).

Dos semanas después del trasplante, se infesto la plan-
tacién con adultos de mosca blanca colectados en plantacio-
nes de chile habanero, cercanas a la localidad de X’'matkuil.
Mes y medio después de la infestacion, se inicid la colecta
de adultos de moscas para realizar los bioensayos. Se co-
lectaron 320 adultos de mosca blanca cuando se realizo el
bioensayo de repelencia, y para el bioensayo de mortalidad
se utilizaron 280 adultos. Estos insectos se colectaron el dia
que fue evaluada cada actividad bioldgica.

Material vegetativo

Los experimentos fueron realizados con extractos
obtenidos de frutos de chile habanero colectados sema-
nalmente en plantas cultivadas en condiciones de inver-
nadero. La colecta de frutos de chile habanero se realiz
cuando éstos alcanzaron la madurez fisiolégica. El mues-
treo fue sistematico (cinco de oros) recolectando 1 kg de
chile habanero que fue suficiente para realizar la investi-
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biological activity against insects such as: the toxic effect
against Myzus persicae (Sulzer) (Edelson et al., 2002) and
the antifeedant effect against Earias insulana (Boisduval)
(Weissenberg et al., 1986). In the present, in the United
States, there are patents for insecticides and control agents
containing capsaicinoids (Eich, 2008). In addition, they
have been introduced as repellents for pest management
in agriculture and used as synthetic insecticides synergists
(Liu and Lin, 2003).

Capsaicinoids synthesize and accumulate in the tis-
sue of the placenta adjacent to the seeds (Ben Chaim et al.,
2006) and their content depends on genotype, fruit maturity
and growing conditions (Zewdie and Bosland, 2000).

This work evaluated, under in vitro conditions, the bio-
logical activity of the capsaicinoids extract of the habanero
pepper fruit, local orange variety, in seedlings of the same
species, against the whitefly, in order to determine its insec-
ticidal and repellent activity.

MATERIALS AND METHODS

Collection of insects

B. tabaci adults used in bioassays were obtained from
the habanero pepper crop, local orange variety placed in
black plastic bags in the greenhouse at the Biological and
Agricultural Sciences Campus at the University of Yucatan.
Red soil and sheep manure was added (ratio 3:1) to each
bag. No chemical fertilizer was used after transplanting,
and only once an acaricide (active ingredient, abamectin;
sode 50-70 cm?®-hl) was applied to control the presence of
red mites (Tetranychus urticae Koch).

Two weeks after transplanting, the plantation was
infested with whitefly adults collected from habanero pep-
per plantations, near to X’matkuil. The collection of whitefly
adults started one month and a half after the infestation
began to perform bioassays. A total of 320 whitefly adults
were collected when the repellency bioassay was conduct-
ed, and 280 whitefly adults when the mortality bioassay
was performed. These insects were collected the day that
each biological activity was assessed.

Plant material

Experiments were conducted using extracts obtained
from habanero pepper fruits collected weekly from plants grown
under greenhouse conditions. The collection of habanero pep-
per fruits was performed when fruits showed physiological ma-
turity. Sampling was systematic (the four cardinal points and the
center were taken as sampling areas) collecting 1 kg habanero
pepper; this was enough to do the research (Morén and Terrén,
1988). The samples collected were placed in paper bags, pre-
viously tagged with sampling data (date, time, collecting site).

Obtaining capsaicinoids for HPLC Analysis

At the laboratory, fruits were washed with a solution
(1:1) of distilled water and Extran® (cleaning product for la-
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gacion (Moron y Terréon, 1988). Las muestras colectadas
se depositaron en bolsas de papel estraza previamente
etiquetadas con los datos de muestreo (fecha, hora, sitio
de colecta).

Obtencion de los capsaicinoides para analisis de HPLC

En el laboratorio, los frutos se lavaron con una solu-
cion 1:1 de agua destilada y Extran® (producto de limpieza
para laboratorios) para eliminar cualquier materia extrafa
que estuviera presente. Posteriormente, los frutos enteros
de chile habanero se secaron en una liofilizadora a -40 °C,
por un lapso de 24 horas.

Una vez secos, los frutos (850 g) se molieron con una
picadora marca Moulinex, modelo DPA137, procurando
que el tamafio de la particula fuera homogénea, utilizando
un tamiz con el numero de malla de 2 mm de abertura.
Finalmente, la muestra molida (790 g) se almaceno en fras-
cos de plastico previamente etiquetados con los datos del
muestreo, y fue conservada en refrigeracion (41 °C).

Para extraer los capsaicinoides se siguio el método des-
crito por Collins et al. (1995). Se pesé 1 g de la muestra moli-
da y se colocd en un matraz volumétrico de 50 ml. Posterior-
mente, se afiadieron 10 ml de acetonitrilo, se sell6 el matraz
con papel parafilm para evitar la evaporacion del acetonitrilo,
y se coloco en bafio Maria modelo LAB LINE a 70 °C, durante
cuatro horas, con agitacion constante. Transcurrido ese tiem-
po la muestra se dejé enfriar a temperatura ambiente y se
filtrd el sobrenadante con papel Whatman No. 1 de 125 mm
de diametro. Se realizé un segundo filtrado utilizando filtros
millipore de 0.45 um de poro y 25 mm de diametro. El filirado
final se afor6 a 10 ml con acetonitrilo, después fue colocado
en un vial ambar y se almacend en refrigeracion hasta su ana-
lisis. La extraccion se realizo por duplicado

Cuantificacion de los capsaicinoides en HPLC

El extracto fue diluido preparando una solucion de
extracto-acetonitrilo a una relacion 1:10 en un volumen de
1 ml. La dilucion se realizd por duplicado. Posteriormente
se cuantificaron los capsaicinoides en un equipo de HPLC
Perkin-Elmer serie 200 a partir de las condiciones estable-
cidas por Collins et al. (1995). Se utilizé6 una columna fase
reversa C18 y como fase mévil se empleé metanol-agua
con una relacion de 73:27. El tiempo de corrida fue de nue-
ve minutos (min) a un flujo de 1.6 ml-min-'. Se inyectaron
20 ul de la muestra y la longitud de onda empleada para el
analisis fue de 280 nm. Debido a la sensibilidad del equipo
se realiz6 una sola inyeccion del extracto. Posteriormente,
se prepard una curva de calibracién empleando un estan-
dar de Capsaicina (CAP) y Dihidrocapsaicina (DHC) 65:35,
respectivamente, marca SIGMA. Las concentraciones de
la curva fueron 10, 20, 30, 50, 60 y 100 ppm.

Obtencion del extracto para realizar los bioensayos

El extracto utilizado en los bioensayos se obtuvo por
medio de etanol. Para realizar la extraccion etandlica, se

boratories]) to remove any foreign matter. Then, the whole
habanero pepper fruits were dried using a lyophilizer at -40
°C, for a period of 24 hours.

Once fruits were dried, 850 g of them were ground with
a Moulinex grinder, model DPA137, trying that the particle
size was homogeneous, using a sieve with a mesh opening
size of 2 mm. Finally, the ground sample (790g) was stored
in plastic bottles previously tagged with sampling data, and
kept under refrigeration (4 £ 1 °C). The method described
by Collins et al. (1995) was conducted to extract the cap-
saicinoids. One g of the sample was weighed and placed
in a 50 ml volumetric flask. Subsequently, 10 ml acetonitrile
were added, and the flask was sealed with parafilm paper
to prevent acetonitrile evaporation, then the flask was place
in a double boiler LAB LINE at 70 °C, for four hours. After
that, the sample was let to cool to room temperature and
the supernatant was filtered using Whatman paper no. 1 of
125 mm (diameter). A second filtration was conducted using
millipore filters of 0.45 um (pore) and 25 mm (diameter). The
final filtered result was diluted to 10 ml with acetonitrile, then
placed in an amber vial and stored under refrigeration until
analysis. Extraction was performed in duplicate.

Quantification of capsaicinoids in HPLC

The extract was diluted preparing a solution of extract-
acetonitrile at a ratio of 1:10 in a 1 ml volume. The dilution
was performed in duplicate. Then, the capsaicinoids were
quantified using a Perkin-Elmer Serie 200 HPLC according
to the conditions by Collins et al. (1995). A reverse phase
column C18 was used and as mobile phase we use metha-
nol-water with a ratio of 73:27. The running time was nine
minutes at a flow of 1.6 ml-min-'. A total of 20 ul of the sam-
ple were injected and the wavelength used for the analysis
was 280 nm. A single injection of the extract was conduc-
ted, due to the sensitivity of the equipment. Subsequently,
a calibration curve was prepared using Capsaicin (CAP)
and Dyhydrocapsaicin (DHC) 65:35, respectively, SIGMA
trademark. Curve concentrations were 10, 20, 30, 50, 60
and 100 ppm.

Obtaining the extract for bioassays

The extract used in the bioassays was obtained
through ethanol. To conduct the ethanol extraction, 100 g
of the ground sample were weighed following the methodo-
logy proposed by Woisky and Salatino (1998), with some
changes (increased rpm and more time for extraction). The
100 g of ground sample were placed in an amber glass
flask, to which 266 ml of reagent grade ethanol were added
with constant stirring using a stirrer LAB LINE (1200 rpm),
for a week, at room temperature (25-28 °C). The super-
natant was filtered every 48 hours and the same amount
of ethanol (266 ml) was added, during this period. After a
week, the filtrates were concentrated using a rotary evapo-
rator at 45-50 °C, to remove the ethanol and finally obtain
the habanero pepper extract. The extractions for bioassays
were performed in triplicate.
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pesaron 100 g de la muestra molida, siguiendo la meto-
dologia propuesta por Woisky y Salatino (1998), con algu-
nas modificaciones (incremento de rpm y mayor tiempo de
extraccion). Los 100 g de muestra molida se depositaron
en un frasco de vidrio color dmbar, al cual se afadieron
266 ml de etanol grado reactivo y se mantuvo en agitacion
constante con un agitador LAB LINE (1200 rpm), por una
semana, a temperatura ambiente (25-28 °C). Durante ese
periodo se filtrd el sobrenadante cada 48 horas y se le afia-
dié la misma cantidad de etanol (266 ml). Una vez transcu-
rrida la semana, los filtrados fueron concentrados mediante
un rotavapor marca Bulchi, a 45-50 °C, hasta eliminar el
etanol y obtener finalmente el extracto de chile habanero.
La extraccion para los bioensayos se realiz6 por triplicado.

Preparacion de las concentraciones a evaluar

Las concentraciones de la extraccion etandlica de C.
chinense se prepararon de acuerdo con una relacién peso/
volumen (p/v) para ser utilizadas en los bioensayos. De tal
manera que para preparar la concentracion al 10 % se utili-
zaron 2 g del extracto y se aforé a 20 ml con diclorometano,
el cual fue utilizado como disolvente.

Bioensayos de mortalidad y repelencia

Se prepararon cinco soluciones a diferentes concen-
traciones (5, 10, 20, 30 y 40 %) para evaluar el bioensa-
yo de mortalidad y seis soluciones (5, 10, 20, 30, 40 y 50
%) para el bioensayo de repelencia, mas los dos testigos
(agua destilada y diclorometano).

En ambos bioensayos se utilizaron grupos de 10 adul-
tos de mosca blanca, mismos que se depositaron en un
frasco de plastico de 150 ml, a una temperatura de 25+2
°C. Las tapas de los frascos fueron perforadas. Se depo-
sitdé un pedazo de tela tricot como base del frasco, en la
cual se coloco el papel filtro Whatman no. 1. Sobre el papel
Whatman se aplicaron 0.3 ml de la solucién evaluada de
acuerdo con el tratamiento. El papel filtro se dejé reposar
a temperatura ambiente 30 minutos antes de transferirlo a
los frascos que contenian los insectos. A cada frasco por
tratamiento se le agregé una hoja de chile habanero, como
alimento para los insectos.

En los bioensayos de repelencia, para cada repeticion
de los tratamientos, se unieron dos frascos de 150 ml por
medio de un tubo de plastico transparente de 4 cm de lon-
gitud y 6 mm de diametro. Los frascos fueron enumerados
como numero 1y 2. En el nimero 1 se colocaron los insec-
tos y se le afadié una hoja con la concentracion del extracto
del chile habanero a evaluar. En el frasco nimero 2 sola-
mente se afadié una hoja sin extracto, esto fue con el obje-
tivo de observar la repelencia del extracto hacia los insectos.

En los bioensayos de mortalidad, antes de realizar los
analisis estadisticos, se ajustaron los valores (datos) se-
gun la férmula de Abbott corregida (Carreras et al., 2009):
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Preparing the concentrations to be evaluated

Concentrations of ethanolic extractions of C. chinen-
se were prepared according to the relation weight/volume
(w/v) to be used in bioassays. A total of 2 g extract were
used to prepare the concentration at 10 %, and it was di-
luted to 20 ml with dichloromethane, which was used as
solvent.

Mortality and repellency bioassays

Atotal of five solutions were prepared at different con-
centrations (5, 10, 20, 30 and 40 %) to evaluate the mor-
tality bioassay and six solutions (5, 10, 20, 30, 40 and 50
%) for the repellency bioassay, plus two control treatments
(distilled water and dichloromethane).

Groups of 10 whitefly adults were used in both bioas-
says; these groups were placed in a 150 ml plastic bottle at
a temperature of 2512 °C. The bottle caps were perforated.
A piece of tricot fabric was used and placed at the base of
the bottle, on this fabric a piece of Whatman paper no. 1
was placed. A total of 0.3 ml of solution evaluated according
to the treatment was added on the Whatman paper. This fil-
ter paper was let stand at room temperature for 30 minutes
before being placed in the bottles containing the insects.
One habanero pepper leaf was placed in each flask as food
for insects.

Two flasks of 150 ml were connected using a trans-
parent plastic tube (4 cm length, 6 mm diameter), for each
repetition treatment in the case of repellency bioassays. A
number was assigned to the flask (1 and 2). Insects were
placed in flask number 1, as well as, one leaf with the con-
centration of the habanero pepper. One leaf without extract
was placed in flask number 2, with the aim of observing
repellency of the extract against insects.

Values were adjusted (data) according to the Abbott’s
formula (Carreras et al., 2009) before the statistical analy-
zes were conducted, in the case of mortality bioassays:

% mt - % mta

% Corrected mortality = PPy
- % mta

X 100, where

Mt = mortality in treatment and
Mta = mortality in control treatment.

Repellency index was determined with the formula
used by Salvadores et al. (2007), in the case of the repe-
llency bioassays:

G= percentage of insects in the treatment and,

P= percentage of insects in the control treatment

2G

Repellency index = » where

G+P

Revista Chapingo Serie Horticultura 18(3): 345-356, 2012



350

% mt - % mta

% Mortalidad corregida = 100- % mt
- /0 mta

X 100, donde

mt= es la mortalidad en el tratamiento y
mta= es la mortalidad en el tratamiento testigo.

En los bioensayos de repelencia se determiné el in-
dice de repelencia con la féormula utilizada por Salvadores
et al. (2007):

2G

G+P

Indice de repelencia = , donde

G= es el porcentaje de insectos en el tratamiento y

P= es el porcentaje de insectos en el testigo

El indice de repelencia, se clasifica como neutro si el
indice es igual a uno, atrayente si es mayor a uno y repe-
lente si es menor a uno.

Disefio experimental para los bioensayos

El disefio experimental fue completamente aleato-
rio en arreglo factorial ocho por siete en el bioensayo de
mortalidad; mientras que el bioensayo de repelencia tuvo
un arreglo factorial ocho por ocho, con cuatro repeticiones
para cada tratamiento.

En ambos bioensayos, el factor A fue el tiempo de
evaluacion, con ocho niveles (A,=1h,A=2h,A=3h,A=
4h,A=5h,A=6h,A=7h,A=28h). El factor B fueron
las concentraciones y los testigos, con siete niveles para el
bioensayo de mortalidad (B,= 5 %, B,= 10 %, B,= 20 % B,=
30 %, B,= 40 %, B;= Control y B,= Diclorometano). En el
bioensayo de repelencia, el factor B estuvo conformado de
ocho niveles (B,= 5 %, B,= 10 %, B,= 20 % B,= 30 %, B,=
40 %, B;=50 % B,= Control y B,= Diclorometano).

Para analizar los resultados de mortalidad y repe-
lencia se empled un analisis de varianza multivariado con
base en permutaciones (Anderson, 2001), para determinar
diferencias entre cada factor, asi como la posible interac-
cion entre ambos factores. Los datos se transformaron
para reducir la diferencia de escalas entre ellas (Inx+1).
Se utilizé la medida de disimilitud de Bray-Curtis para la
prueba estadistica y se calcularon todos los valores de P
con 9999 permutaciones con a = 0.05. Se selecciond el
analisis PERMANOVA, porque los datos obtenidos en los
bioensayos no cumplian con el supuesto de normalidad y
de homogeneidad de varianzas.

Para detectar los niveles que fueron diferentes en
cada uno de los factores (concentraciones y tiempo), se
utilizaron intervalos de confianza de Bonferroni al 95 %
para los bioensayos de mortalidad, y para los bioensayos

Repellency index is classified as neutral if the index is
equal to one, attractive if it is higher than 1 and repellent if
it is less than one.

Experimental design for bioassays

A random experimental design with an 8 x 7 factorial
arrangement was used for mortality bioassay, while the re-
pellency bioassay had an 8 x 8 factorial arrangement with
four replications for each treatment.

Factor A was the assessment time, with
eight levels (A= 1 h, A= 2 h, A= 3 h, A=
4h,A=5h,A=6h,A=7h,A=28h)in both bioassays.
Factor B were the concentrations and control treatments,
with seven levels (B,= 5 %, B,= 10 %, B,= 20 % B,= 30 %,
B.,= 40 %, B,= Control and B,= Dichloromethane) in the
case of the mortality bioassay.Factor B was comprised of
eight levels (B,= 5 %, B,= 10 %, B,= 20 % B,= 30 %, B,= 40
%, B;=50 % B,= Control and B,= Dichloromethane) in the
case of the repellency bioassay.

A multivariate analysis of variance was conducted
based on permutations (Anderson, 2001) to analyze the
results of mortality and repellency with the purpose of de-
termining the differences between each factor and the pos-
sible interaction between the two factors. Data was trans-
formed to reduce the difference in scale between them
(Inx+1). The Bray-Curtis similarity measure was used for
the statistical test and all P values with 9999 permutations
with a = 0.05 were calculated. The PERMANOVA analysis
was selected because the data obtained in bioassays did
not meet the assumption of normality and homogeneity of
variances.

Bonferroni confidence intervals at 95 % were used for
mortality bioassays, and the standard error for repellency
bioassays to detect the levels that were different in each
factor (concentrations and time). The Probit analysis was
conducted to determine the lethal concentration to kill 50 %
of the individuals (CL,;) and the lethal time required to Kill
50 % of the individuals (TL,)) (Lopez-Pérez et al., 2007).
The PERMANOVA software (Anderson, 2005) was used to
perform the multivariate analysis. The Bonferroni analysis
and the Probit analysis were obtained using the software
STATGRAPHICS Plus 5.1.

RESULTS

Ethanol extract yield and HPLC analysis

Atotal of 21.98 + 1 g of extract was obtained from 100
g of ground sample of habanero pepper used for ethanol
extraction; thus, we obtained 22 % of yield in the extract
of C. chinense. The High Performance Liquid Chromatog-
raphy analysis (HPLC) showed the total concentration of
capsaicinoids of the lyophilized whole fruit (LWF). Also total
concentration of capsaicin and dihydrocapsaicin were ob-
tained. Therefore, a capsaicin standard (CAP) and Dihy-
drocapsaicin (DHC) 65:35 were used, respectively, SIGMA
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de repelencia se grafico el error estandar. Ademas se realizé
el analisis Probit para determinar la concentracion letal para
matar al 50 % de los individuos (CL,) y el tiempo letal nece-
sario para observar la mortalidad del 50 % de los individuos
(TL,,) (Lopez-Pérez et al., 2007). Para el analisis multivaria-
do se utilizé el software PERMANOVA (Anderson, 2005). El
analisis de Bonferroni y el analisis Probit se obtuvieron por
medio del software STATGRAPHICS Plus 5.1.

RESULTADOS

Rendimiento del extracto etandlico y analisis de HPLC

En 100 g de muestra molida de chile habanero que
se utilizé para la extraccion etandlica, se obtuvo un total de
21.98 +1 g de extracto, por lo tanto se logré 22 % de rendi-
miento en el extracto de C. chinense. En el analisis de cro-
matografia liquida de alta resolucion (HPLC) se identificé la
concentracion total de capsaicinoides del fruto entero liofi-
lizado (FEL). También se obtuvo la concentracion total de
la capsaicina y la dihidrocapsaina. Para ello, se utilizé un
estandar de Capsaicina (CAP) y Dihidrocapsaicina (DHC)
65:35 respectivamente, marca SIGMA. Los resultados ge-
nerados se presentan en el Cuadro 1. Posteriormente los
resultados se analizaron de acuerdo con los dos factores
(concentracion del extracto y tiempo) en ambos tipos de
bioensayos (mortalidad y repelencia).

Bioensayos de mortalidad

Los bioensayos de mortalidad para el factor concen-
traciones (PERMANOVA, F= 3.6, g.l.=6, P<0.05) y el fac-
tor tiempo (PERMANOVA, F=10.2, g..=7, P < 0.05) mos-

351

trademark. The results obtained are shown in Table 1. Sub-
sequently, the results were analyzed according to the two
factors (extract concentration and time) in both bioassays
(mortality and repellency).

Mortality bioassays

Mortality bioassays for the factor concentrations
(PERMANOVA, F= 3.6, g..= 6, P < 0.05) and the factor
time (PERMANOVA, F=10.2, g.1.=7, P < 0.05) showed sig-
nificant differences; however, the interaction between both
factors showed no difference at a confidence level of 95 %
(PERMANOVA, F= 0.6, g.l.= 42, P > 0.05). All concentra-
tions assessed provoked the death of B. tabaci.

Figure 1 shows that there are two different groups of
concentrations, highlighting the concentrations of 30 and 40
% of extract of C. chinense, since these concentrations pro-
voked the death of more than 50 % of the individuals of B.
tabaci. The median lethal concentration (LC, ) of the extract
of C. chinense obtained by the Probit analysis (figure 2) was
29.40 % (I.C. 95 %= 25.28-35.07) (P < 0.01, R2= 85.06, x2=
39.64). Figure 3 shows that the last three hours show signifi-
cant mortality in B. tabaci population.

A Probit analysis was conducted to obtain the median
lethal time (TL,)) of the concentration (30 %) that provoked
greater mortality and to determine the time required to kill 50 %
of the B. tabaci population (Figure 4). The result was 7.31 hours
(1.C. 95 %= 7.12-7.53) (P < 0.01, R2= 97.87, x2= 665.48).

Repellency bioassays

Significant differences at a confidence level of 95 %
were obtained from the repellency bioassays for the fac-

CUADRO 1. Concentracion de capsaicinoides en el fruto de chile habanero.

Muestra/ Sample

Capsaicina / Capsaicin Dihidrocapsaicina / dihydrocapsaicin

Capsaicinoides Unidades

(mg-kg™) (mg-kg™) totales / Total capsaicinoids  Scoville / Scoville Units
(mg-kg”)
FEL? LWF? 679.4 5141 1193.6 17,903.5

2FEL: Fruto Entero Liofilizado / 2LWF: Lyophilized whole fruit

traron diferencia significativa; sin embargo, la interaccion
entre ambos factores no mostraron diferencia a un nivel
de confianza del 95 % (PERMANOVA, F= 0.6, g..=42, P>
0.05). Todas las concentraciones evaluadas causaron mor-
talidad de B. tabaci.

En la Figura 1 se observa que existen dos grupos di-
ferenciados de concentraciones, destacando las concen-
traciones que poseen 30 y 40 % de extracto de C. chinen-
se, ya que mataron mas del 50 % de los individuos de B.
tabaci. La concentracion letal media (CL,,) del extracto de
C. chinense por medio del analisis Probit (Figura 2) fue de
29.40 % (I.C. 95 %= 25.28-35.07) (P < 0.01, R?= 85.06, x?=
39.64). En la Figura 3, se muestra que las tres ultimas ho-
ras presentan mortalidad significativa sobre B. tabaci.

Se realizé un analisis Probit, para obtener el tiempo
letal medio (TL,;) de la concentracion (30 %) que causo
mayor mortalidad y para determinar el tiempo necesario
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Corrected mortality (%)

I

C DCLO 5 10 20 30 40
Concentraciones / Concentrations (%)

—_
[e)]
T

C= Control / Control
D= Diclorometano / Dichloromethane

FIGURA 1. Mortalidad de B. tabaci sometido a diferentes concentra-
ciones del extracto de C. chinense.

FIGURE 1. B. tabaci submitted to different concentrations of the ex-
tract of C. chinense.
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FIGURA 2. Andlisis Probit para la concentracién CL,; del extracto
etanédlico de C. chinense.

FIGURE 2. Probit analysis to obtain the CL,, concentration of the
ethanol extract of C. chinense.
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FIGURA 3. Mortalidad de B. tabaci con diferentes concentraciones
de extracto etandlico de C. chinense en un intervalo de
tiempo de ocho horas.

FIGURE 3. Mortality of B. tabaci with different concentrations of etha-
nol extract of C. chinense in a time interval of 8 hours.

para matar al 50 % de la poblacién de B. tabaci (Figura 4).
El resultado fue de 7.31 horas (I.C. 95 %= 7.12-7.53) (P <
0.01, R?=97.87, x?= 665.48).

Bioensayos de repelencia

En los bioensayos de repelencia se obtuvieron dife-
rencias significativas a un nivel de confianza del 95 % para
el factor concentraciones (PERMANOVA, F= 3.1, g.l.= 6,
P < 0.05) y el factor tiempo (PERMANOVA, F= 5.9, g.l.=
7, P < 0.05), asi como la interaccion entre ambos factores
(PERMANOVA, F= 2.6, g.l.=42, P < 0.05).

El indice de repelencia (l. R.) mostré que todos los
tratamientos con extracto presentaron efecto repelente,
siendo las concentraciones de 40 y 50 % las de mayor
efecto, en cambio el menor efecto repelente lo presenta el
tratamiento testigo cuyo valor es 1.0 (Cuadro 2, Figura 5).

En los bioensayos de repelencia, a partir de la hora
uno se observa el efecto de repelencia (50 %) con respecto
a las horas siguientes (Figura 6).

CUADRO 2. indice de repelencia para Bemisia tabaci con extractos
de Capsicum chinense a diferentes concentraciones.

TABLE 2. Repellency index for Bemisia tabaci with extracts of Capsi-
cum chinense at different concentrations.

Tratamiento  Porcentaje de repelencia  Indice de repelencia

Treatment Repellency percentage Repellency index
cY 10 1.0
DCLO 12.5 0.98
59 57.5 0.64°
10 % 62.5 0.59*=
20 % 82.5 0.33*
30 % 87.5 0.24=
40 % 95.0 0.112
50 % 95 0.112

“Repelente de acuerdo a los criterios de Salvadores et al., 2007. YC: Control; D: Diclorometano./
2 Repellency according to the criteria of Salvadores et al., 2007. YC: Control; D: Dichloromethane.

0.1 L; 2 , . e
0 2 4 6 8

Tiempo (horas) / Time (hours)

Porcentaje acumulado /
Cumulative percentage
&)
o
T
1

FIGURA 4. Analisis Probit para la determinacién del tiempo letal,, del
extracto etanolico de C. chinense.

FIGURE 4. Probit analysis to determine the lethal time, of the etha-
nol extract of C. chinense.

tor concentrations (PERMANOVA, F= 3.1, gl.= 6, P <
0.05) and the factor time (PERMANOVA, F= 5.9, g.l.= 7,
P < 0.05), as well as, the interaction between both factors
(PERMANOVA, F=2.6, g.l.=42, P < 0.05).

The repellency index (R. I.) showed that all extract
treatments showed a repellent effect, the concentrations of
40 and 50 % had the greatest effect; on the other hand the
control treatment, whose value is 1.0, had the least effect
(Table 2, Figure 5).

Repellency bioassays show that after the first hour,
the repellence effect (50 %) can be seen with respect to the
next hours (Figure 6).

DISCUSSION

Mortality and repellency bioassays for the factor ex-
tract concentration
Concentrations of 30 and 40 % of the extract of the C.

chinense fruit showed significant differences with respect to
the rest of the concentrations evaluated in mortality bioas-
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DISCUSION

Bioensayos de mortalidad y repelencia para el factor
concentracion de extracto

En los bioensayos de mortalidad, las concentraciones
con 30y 40 % del extracto del fruto de C. chinense presen-
taron diferencias significativas con respecto al resto de las
concentraciones evaluadas. Esto concuerda con lo repor-
tado por Lagunes (1994). Solamente dos concentraciones
(30 y 40 %) se pueden considerar como prometedoras al
mostrar una mortalidad superior al 40 %. Las concentracio-
nes restantes presentaron menos del 35 % de mortalidad
(Figura 1). Estos resultados se pueden comparar con lo
reportado con otras especies del género Capsicum. Por
ejemplo, C. frutescens (Gakuru y Foua, 1996) extraido con
éter de petroleo y C. annuum (Madhumathy et al., 2007)
extraido con etanol, los cuales también poseen efecto in-
secticida mayor del 40 % sobre Callosobruchus maculatus
(Fabricius) y Culex quinquefasciatus (Say), respectivamen-
te, aunque con concentraciones del extracto menores al 2
%. Lo anterior, también concuerda con las investigaciones
realizados por Bouchelta et al. (2005) quienes encontraron
que los alcaloides de C. frutescens afectan la superviven-
cia de los adultos de B. tabaci de 35 a 59 %. Por su parte,
Choi et al. (2003) sefialan que los adultos de Trialeurodes
vaporarorium (Westwood) son mas sensibles a los capsai-
cinoides que las ninfas.

El analisis Probit para la medicion de la concentracion
letal media (CL,)) de C. chinense arroj6 que es necesario
29.40 % plv del extracto para matar al 50 % de la poblacion
de B. tabaci (Figura 2). Se podria considerar que esta concen-
tracion es elevada para ser utilizada de manera practica por
los agricultores. Sin embargo, de acuerdo con el tiempo letal
medio (TL,,) obtenido del extracto (7.31 h) (Figura 4), existe
la posibilidad de utilizarse, debido al efecto rapido que posee,
aunque seria recomendable que se evaluara en condiciones
de campo para establecer una dosis exacta y ser considerada
como una alternativa real para el control de B. tabaci.

En los bioensayos de repelencia, los resultados indican
que todas las concentraciones del extracto de C. chinense
poseen efecto repelente sobre B. tabaci, con mas del 50 %
sobre los individuos evaluados. Todas las concentraciones
con extracto mostraron diferencias significativas con respecto
a los tratamientos control (Figura 5). Destacan las concen-
traciones del 40 y 50 % por su mayor efecto repelente (IR=
0.11), contrario a la concentracion del 5 % que obtuvo un va-
lor mas cercano al 1.0 (IR= 0.64) (Cuadro 2). Los datos que
se generaron son similares con los obtenidos por Procopio
et al. (2003) y Salvadores et al. (2007), quienes evaluaron a
C. frutescens y C. annuum sobre Sitophilus zeamais (Mots-
chulsky). En el primer caso repelieron menos del 50 % de
los individuos evaluados y en el segundo caso se reporté un
indice de repelencia de (IR= 0.57). Si bien los resultados ob-
tenidos por Procopio et al. (2003) y Salvadores et al. (2007)
no son iguales o coincidentes totalmente con los resultados
registrados en la presente investigacion, debido a que las es-
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FIGURA 5. Repelencia de B. tabaci con el extracto de C. chinense a
diferentes concentraciones.

FIGURE 5. B. tabaci repellency agains the extract C. chinense at di-
fferent concentrations.
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FIGURA 6. Repelencia de B. tabaci con diferentes concentraciones del
extracto etandlico de C. chinense en un intervalo de tiem-
po de ocho horas.

FIGURE 6. B. tabaci repellency against different concentrations of
ethanol extract of C. chinense in a time interval of eight
hours.

says. This agrees with that reported by Lagunes (1994).
Only two concentrations (30 and 40 %) may be considered
as promising by showing mortality greater than 40 %. The
remaining concentrations showed mortality lower than 35
% (Figure 1). These results can be compared with that re-
ported with other species of the Capsicum genus. For ex-
ample, C. frutescens (Gakuru and Foua, 1996) extracted
with petroleum ether and C. annuun (Madhumathy et al.,
2007) extracted with ethanol, which also have insecticidal
effect greater that 40 % against Callosobruchus maculatus
(Fabricius) and Culex quinquefasciatus (Say), respectively,
although with extract concentrations of less than 2 %. This
is also consistent with the research conducted by Bouchel-
ta et al. (2005) who found that alkaloids of C. frutescens
affect the survival of adults of B. tabaci of 35 and 59 %.
Choi et al. (2003) indicate that Trialeurodes vapararorium
(Westwood) adults are more sensitive to the capsaicinoids
than the nymphs.

The Probit analysis for measuring the median lethal
concentration (CL,,) of C. chinense showed that 24.40 %
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pecies de Capsicum se ensayaron en S. zeamais y que las
plantas fueron utilizadas en forma de polvos y no de extracto
acuoso, los resultados obtenidos permiten reafirmar el hecho
que entre las tres especies de Capsicum mencionadas existe
un claro efecto repelente.

Bioensayos de mortalidad y repelencia para el factor
tiempo

En los bioensayos de mortalidad, se observo que las
tres Ultimas horas (Figura 3) presentan mayor efecto letal
sobre B. tabaco. Por el contrario, para los bioensayos de re-
pelencia, la primera hora presentd mayor efecto del extracto
(Figura 6) sobre el tiempo total (ocho horas) a la cual es-
tuvieron expuestos los insectos. Estos resultados sugieren
que los extractos de C. chinense poseen mejor efectividad
en corto tiempo como repelentes y no como insecticidas. Un
aspecto relevante en los bioensayos de repelencia fue que
en los tratamientos evaluados, mas del 60 % de los adultos
de mosca blanca fueron repelidos durante la primera hora,
lo cual confirma el potente efecto que posee el extracto.

Este estudio reafirma el potencial que poseen los cap-
saicinoides como insecticidas botanicos (repelente o insec-
ticida) y son un indicador de que pueden ser utilizados en el
control de plagas. Esto puede ser importante al momento de
tomar decisiones sobre el manejo de B. tabaci.

Interaccion entre los factores evaluados

La interaccion de los factores concentracion del ex-
tracto y tiempo sobre la variable mortalidad no mostro di-
ferencia significativa debido, muy probablemente, a que
la mortalidad fue muy similar en los diferentes tiempos y
entre las diferentes concentraciones a las cuales fueron
evaluados. En general, se observd que la mortalidad fue
muy baja para todos los tratamientos, lo cual explica este
resultado. Contrariamente, en la evaluacion de la interac-
cion de estos factores sobre la variable repelencia si se
observo significancia estadistica, por lo que se confirma su
buen desempefio, como muestran los resultados desde la
primera hora y a partir de la concentracion del 20 %.

CONCLUSIONES

De acuerdo con el analisis Probit, la concentracion
necesaria para eliminar a la mitad de la poblacion de B.
tabaci es de 29. 4 % de p/v del extracto de capsaicinoides.

El tiempo necesario para eliminar a la mitad de la po-
blacién de B. tabaci, de acuerdo con las concentraciones
evaluadas, es de 7.3 horas. El extracto etandlico de C. chi-
nense muestra resultados prometedores, principalmente
como repelente durante la primera hora de exposicion con-
tra B. tabaci desde la concentracion de 5 %.
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evaluating the interaction of these factors on the variable
repellency, which is confirmed by its great performance,
shown by the results from the first hour and from the con-
centration of 20 %.

CONCLUSIONS

According to the Probit analysis, the concentration re-
quired to kill half of the population of B. tabaci is 29.4 % of
w/v of the capsaicinoids extract.

The time required to kill half of the population of B.
tabaci, according to the concentrations evaluated, is 7.3
hours. The ethanol extract of C. chinense show promising
results, mainly as repellent during the first exposure hour
against B. tacaci from the concentration of 5 %.
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