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RESUMEN

A nivel mundial, los cereales son el alimento de origen vegetal de mayor valor
nutritivo, por lo que su proteccion contra el ataque de insectos plaga es de gran
relevancia economica. Sitophilus zeamais Motschulsky, es uno de los principales
problemas fitosanitarios de los granos almacenados, ya que ataca cereales tanto
en bodega como en campo. El control de este insecto se basa en el uso de
insecticidas sintéticos, que aunque son eficientes provocan efectos adversos como
desarrollo de resistencia y contaminacion ambiental. La utilizacién de compuestos
vegetales de plantas arométicas ha demostrado ser una alternativa de control y
entre ellos se destaca el polvo, aceite esencial y extractos de Chenopodium
ambrosioides L. cultivado para fines terapéuticos que han mostrado actividad
biolégica insecticida y repelente sobre S. zeamais. Sin embargo, la composicién
quimica de los aceites esenciales varia por diversos factores entre especies,
variedades e incluso entre poblaciones de la misma especie, por lo que el objetivo
del presente trabajo fue evaluar el efecto insecticida y antixenédtico del aceite
esencial de Ch. ambrosioides proveniente de una poblacién silvestre, sobre
adultos de S. zeamais. Se realizaron bioensayos de efecto fumigante, utilizando
camaras de gas de diferentes volimenes y de toxicidad por contacto con
superficie tratada (vidrio, concreto y bolsas de polipropileno). Ademas, se llevaron
a cabo bioensayos de antixenosis con olfatémetro en “Y” y bolsas de polipropileno
tratadas. Los compuestos que se encontraron en mayor proporcién en el aceite
esencial fueron a-terpineno (42,38%), 11-heneicosanol (20,91%) y o-cimeno
(20,74%). Por efecto fumigante, la mortalidad aument6 al incrementar la
concentracion de aceite esencial, llegando a 100% de insectos muertos en la
concentracion mas alta (5%) en un volumen de 150 mL de aire. Solo la
concentracion de 20% causo6 una mortalidad superior al 50% en 6 y 14 L de aire,
pero disminuyd a 8% en un volumen de 28 L de aire. En el bioensayo de contacto
con superficie tratada, la mortalidad también se incrementd cuando se elevo la
concentracion de aceite esencial. En la superficie de vidrio la mortalidad supero el
80% en las concentraciones mas altas pero en el concreto y bolsas de

polipropileno no alcanzé el 60%. No obstante, en el bioensayo de bolsas tratadas



se observé efectos antixenoticos y en las pruebas de preferencia se registré una
tendencia de seleccion mayoritaria por el testigo y las menores concentraciones
de aceite esencial. En el bioensayo de antixenosis, el maiz tratado con aceite
esencial presentd un mayor efecto repelente y de no preferencia en las
concentraciones mas altas (1 y 2%) y no se encontré diferencia significativa en la
respuesta asociada al sexo del insecto. La residualidad del aceite esencial de Ch.
ambrosioides disminuyé con el tiempo, alcanzando en las concentraciones mas
altas solo 72 horas. En el experimento con bolsas tratadas, la concentracién de
4% de aceite esencial impidié el ingreso de insectos durante cinco dias. Se
concluye que el aceite esencial de Ch. ambrosioides silvestre posee actividad
insecticida como fumigante y contacto, ademas de efecto antixenético sobre S.

zeamais.

INTRODUCCION GENERAL

A nivel mundial, se considera a los cereales como los productos de origen vegetal
de mayor importancia alimentaria para humanos y animales domésticos (Dell’Orto
& Arias, 1983, Silva et al 2005). Los cereales son una importante fuente de
proteinas y carbohidratos para la poblacién (Garcia et al 2007) y segun datos de la
Oficina de Estudios y Politicas Agrarias (ODEPA), en la temporada 2012-2013 la
superficie cultivada con cereales en Chile fue de aproximadamente 576 mil
hectareas, siendo los cultivos mas importantes trigo con 44%, maiz con 24%, y
avena con 22% (ODEPA 2016). No obstante, factores como los insectos,
enfermedades y roedores limitan su produccion y calidad como alimento o semilla
(Garcia et al 2007). Segun la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacion y la Agricultura (FAO), de la produccion global de granos
almacenados, entre un 5 y 10 % se pierde por causa de insectos plaga (FAO
1993).

Los cereales almacenados presentan un comportamiento de ecosistema dinamico,
en el que la interaccién de agentes bidticos y abioticos influyen en el deterioro de

los granos (Salgado et al 2012). Una de las plagas méas importante de los cereales
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almacenados es Sitophilus zeamais Motschulsky, conocido cominmente como
gorgojo de los cereales (Danho et al 2002). Este insecto causa grandes pérdidas
econdémicas tanto en Chile como en el resto del mundo (Bittner et al 2008) y
especialmente en regiones tropicales y subtropicales (Throne 1994), afectando
cereales tanto en bodega como en campo (Danho et al 2002). Larvas y adultos
producen pérdida de peso del grano y disminucién en su valor comercial, nutritivo

y capacidad germinativa (Lorini 2003).

El control de insectos plaga de granos almacenados se realiza con insecticidas
sintéticos tanto a gran escala como a nivel de pequefios agricultores (Tavares &
Vendramim 2005a), especialmente con fumigantes como bromuro de metilo y
fosfuro de aluminio, que han mostrado ser eficaces y de bajo costo (Subramanyam
& Hagstrum 1995, SAG 2016). Sin embargo, efectos perjudiciales como desarrollo
de resistencia por parte de los insectos, acumulacién de residuos en el ambiente,
ademas de ser compuestos que pueden desgastar potencialmente la capa de
ozono, determinan que el uso de estos insecticidas sea cada vez menos
recomendable (Bittner et al 2008). Este tema ha sido de gran preocupacion en el
aspecto social, ya que la presencia de insecticidas en los alimentos y ambiente ha
dado paso a debates y presiones tanto econémicas como politicas con el fin de
reducir el uso de insecticidas sintéticos (Rebek et al 2012). Por esto, se han
tomado medidas como la implementada en Estados Unidos en 1996 que limita el
namero y tipo de insecticidas convencionales, especialmente del grupo de los
organofosforados y carbamatos, que los agricultores pueden utilizar (Isman 2000).
Por lo cual, es de gran importancia la busqueda de métodos alternativos que no
produzcan problemas de contaminacion ambiental, efectos perjudiciales contra

organismos benéficos o residuos en los alimentos (Tavares & Vendramim 2005a).

Una de estas alternativas son los insecticidas de origen vegetal como aceites
esenciales, polvo o extractos, cuyo uso en el control de plagas ya sea como
repelente, fumigante o regulador del crecimiento, ha sido reportado contra varios
insectos desde muy antigua data (Isman 2006). Estos compuestos tienen menos

efectos toxicos contra organismos no objetivo, junto con ser facilmente



biodegradables, lo que los hace idoneos para la proteccion de granos

almacenados, contra insectos plaga (Rebek et al 2012, Salgado et al 2012).

Los aceites esenciales son metabolitos secundarios producidos por las plantas, los
cuales estan constituidos por una compleja mezcla de compuestos organicos entre
los que se encuentran terpenos y sesquiterpenos aunque también pueden
presentarse compuestos oxigenados como ésteres, éteres, alcoholes, cetonas,
aldehidos, fenoles, éteres de fenol y lactosas, entre otros (Guenther 1972, Nerio et
al 2010). El modo de accion de los aceites esenciales sobre los insectos es
neurotdxico, bloqueando los receptores de un neurotransmisor conocido como
octopamina lo que altera el metabolismo, frecuencia cardiaca, movimiento y
comportamiento del insecto. La carencia de estos receptores en vertebrados
resulta en una accion selectiva de los aceites esenciales sin llegar a afectar a los
humanos y otros vertebrados (Isman 2000). Ademas, poseen propiedades
antixenoticas, como repelentes o antialimentarios, que es una caracteristica
utilizada por las plantas para limitar la capacidad de los insectos de utilizarlas
como refugio o sitio de oviposicién o alimento (Fancelli et al 2005, Castro et al
2011, Oyetuniji et al 2014).

Una especie vegetal con potencial para el control de insectos plaga es
Chenopodium ambrosioides L. (Chenopodiaceae), comiunmente conocida en Chile
como paico, erva de Santa Maria en Brasil o epazote en México (Gémez 2008).
Ch. ambrosioides es una planta aromatica perenne o anual con una altura
aproximada de 40 cm, cuyo origen se sitla en las regiones tropicales de América
aunque actualmente su distribucion también comprende Europa y Africa (Hegazy
& Farrag 2007, Gémez 2008). Estudios realizados con polvo, aceite esencial y
extractos de Ch. ambrosioides cultivado con fines terapéuticos han mostrado
actividad biologica sobre varias especies de insectos como Caryedon serratus
Olivier (Coleoptera: Bruchidae) (Delobel & Malonga 1987), S. zeamais (Tavares &
Vendramim 2005a, Tavares & Vendramim 2005b, Silva et al 2005, Chu et al 2011,

Jaramillo et al 2012, Mazzonetto et al 2013), Callosobruchus maculatus F.



(Coleoptera: Bruchidae) y Tribolium castaneum Jacqueline du Val. (Coleoptera:
Tenebrionidae) (Denloye et al 2010), entre otros.

La composicion quimica de los aceites esenciales varia drasticamente
dependiendo de la especie y variedad vegetal e incluso dentro de la misma
especie la variacion puede depender del area geogréfica (Trongtoki et al 2005).
Ademas, comunmente la seleccion artificial de las plantas tiende a modificar los
fenotipos presentes en esta, tales como el tamafo, dispersion, dormancia de
semillas y concentracion de metabolitos secundarios, afectando sus mecanismos
de proteccién contra herbivoros. Por tanto, la resistencia quimica de las plantas,
puede presentar diferencias entre plantas domesticadas y silvestres, lo que
conlleva costos y beneficios para esta ya que aumenta el rendimiento pero es mas
susceptible al ataque de patdégenos (Pickersgill 2007, McKey et al 2010). En
cuanto a Ch. ambrosioides se ha reportado que las condiciones de cultivo pueden
influir en la concentracion de metabolitos secundarios de importancia biol6gica
(Blanckaert et al 2012), por lo que el objetivo de la presente investigacion fue
estudiar el efecto insecticida y antixenotico del aceite esencial de una poblacién

silvestre de Ch. ambrosioides sobre adultos de S. zeamais.

HIPOTESIS
El aceite esencial de Chenopodium ambrosioides proveniente de una poblacion
silvestre presenta actividad insecticida y antixenotica sobre adultos de Sitophilus

zeamais.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto insecticida y antixendético del aceite esencial de una poblacion

silvestre de Chenopodium ambrosioides sobre adultos de Sitophilus zeamais.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar el efecto insecticida fumigante (por inhalacién) del aceite esencial
de una poblacion silvestre de Ch. ambrosioides sobre S. zeamais.
2. Determinar el efecto toxico por contacto del aceite esencial de una

poblacidn silvestre de Ch. ambrosioides sobre S. zeamais.



3. Evaluar la actividad antixenética del aceite esencial de una poblacion

silvestre de Ch. ambrosioides sobre S. zeamais.
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CAPITULO |

Efecto insecticida y antixendético del aceite esencial de Chenopodium
ambrosioides L. (Chenopodiaceae) silvestre sobre Sitophilus zeamais
Motschulsky (Coleoptera, Curculionidae).

MI Orozco®, G Silva', JD Vendramim?, | Figueroa®, S Fischer!

'Departamento de Produccién Vegetal, Facultad de Agronomia, Universidad de
Concepcidn, Vicente Méndez 595, Chillan, Chile. morozco@udec.cl,

gosilva@udec.cl

’Depto. Entomologia y Acarologia, ESALQ/USP, C. postal 9, 13418-900,
Piracicaba, SP. jdvendra@.usp.br

Resumen

La proteccion de granos almacenados contra insectos plaga tiene gran
importancia a nivel mundial. Sitophilus zeamais es un insecto que ataca una gran
cantidad de cereales tanto en bodega como campo y su control se basa en
insecticidas sintéticos. Sin embargo, aunque estos compuestos son eficaces
provocan efectos negativos para el ambiente, ademas del desarrollo de resistencia
por parte del insecto. Una de las alternativas son los compuestos naturales como
los aceites esenciales. Chenopodium ambrosioides cultivado para fines
terapéuticos ha mostrado actividad insecticida y antixendtica contra varias
especies de insectos, por lo que el objetivo de la presente investigacion fue
evaluar el efecto insecticida fumigante y de contacto ademas de las propiedades
antixenaoticas del aceite esencial de una poblacién silvestre de Ch. ambrosioides
sobre S. zeamais adultos. Se realizaron bioensayos de efecto fumigante,
utilizando camaras de gas de diferentes volumenes y un bioensayo de toxicidad
por contacto con superficies de vidrio, concreto y bolsas de polipropileno tratadas.
En el bioensayo de efecto fumigante, la mortalidad aument6é al incrementar la
concentracion de aceite esencial, llegando a 100% de insectos muertos en la
concentracion mas alta (5 pL) en un volumen de 0,15 L. No obstante, al aumentar
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el volumen de las camaras fumigantes, fue necesario incrementar la concentracion
de aceite esencial, siendo solo el tratamiento de 20 pL el que causé una
mortalidad superior al 50% en las camaras de 6 y 14 L de aire. Pero, cuando
incrementd el volumen a 28 L de aire la mortalidad disminuyé a 8%. En el
bioensayo de contacto con superficie tratada, la mortalidad también se incremento
cuando se elevo la concentracion de aceite esencial, aunque mientras en la
superficie de vidrio tratada la mortalidad fue mayor al 80% en las concentraciones
entre 0,25y 2,0%, en el concreto y bolsas de polipropileno no superé el 60%. Sin
embargo, en el bioensayo de bolsas tratadas se observé efectos antixendticos. Se
concluye que el aceite esencial de Ch. ambrosioides silvestre posee actividad
insecticida como fumigante y contacto, ademas de efecto antixenético sobre S.

zeamais.

Palabras clave: Paico, hierba de Santa Maria, gorgojo de los cereales, granos
almacenados

Introduccion

La conservacion y proteccion de los cereales almacenados tiene gran importancia
a nivel mundial, ya que forman parte relevante de la dieta de humanos y animales
domésticos (Huang & Subramanyam 2005). Aunque segun Regnault (1997) y
Betancur et al (2010), en seis meses hasta un 50% de la cosecha puede verse

afectada por el ataque de insectos plaga.

El gorgojo de los cereales (Sitophilus zeamais Motschulsky; Coleoptera;
Curculionidae) es un insecto cosmopolita considerado como plaga primaria del
maiz (Zea mays L.), arroz (Oryza sativa L.) y trigo (Triticum aestivum L.). Ademas,
tiene un alto potencial biético y la capacidad de ingresar a las semillas tanto en
bodega como en campo (Gallo et al 2002, Tavares & Vendramim 2005). Para
contrarrestar los atagues de insectos plaga usualmente se utilizan insecticidas
sintéticos (Huang & Subramanyam 2005). No obstante, aparte de su conocida
eficacia, algunos son de elevado costo y presentan efectos adversos como

desarrollo de resistencia y acumulacion de residuos potencialmente toxicos en el
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ambiente (Silva et al 2005b), por lo que se justifica la busqueda de alternativas de
control. Una de estas opciones es el uso de compuestos vegetales como los
aceites esenciales que estan formados por una mezcla de compuestos volatiles de
diversa naturaleza quimica, que han demostrado poseer actividad biolégica como
fumigante y repelente (Santiago et al 2014). El modo de accién de los aceites
esenciales es neurotoxica, bloqueando los receptores de un neurotransmisor
conocido como octopamina, afectando la regulacion del movimiento, metabolismo,
frecuencia cardiaca y comportamiento del insecto (Pandey et al 2011). Asi mismo,
cabe destacar que la octopamina no se encuentra en vertebrados, por lo cual la
accion de los aceites esenciales es selectiva, sin afectar a humanos ni otros

vertebrados (Isman 2000).

El paico (Chenopodium ambrosioides L; Chenopodiaceae) es una planta
originaria de América del sur, aunque actualmente su distribucion se extiende
hacia regiones tropicales, subtropicales y templadas, como Africa y Europa
(Hegazy & Farrag 2007, Gémez 2008, Santiago et al 2014). Investigaciones
realizadas por Silva et al (2005a), Chu et al (2011) y Jaramillo et al (2012) han
demostrado que el aceite esencial, polvo y extractos de Ch. ambrosioides
cultivado para fines medicinales posee actividad biolégica, como fumigante y
repelente sobre S. zeamais, por lo que el objetivo del presente estudio fue evaluar
el efecto insecticida fumigante y de contacto y la actividad antixenética del aceite

esencial de una poblacion silvestre de Ch. ambrosioides sobre S. zeamais.

Materiales y métodos

Material vegetal

Se colectaron plantas de Ch. ambrosioides de una poblacion silvestre localizada
en San Fabian de Alico (36° 33' 00" S; 71° 33' 00" W), provincia de Nuble, region
del Bio-Bio, Chile.

El aceite esencial se extrajo de las inflorescencias, semillas y hojas de Ch.
ambrosioides mediante hidrodestilacion por arrastre de vapor utilizando un
extractor tipo Clevenger segun la metodologia de Fekadu et al (2013). La duracion

de cada extraccion fue de dos horas y la solucidn obtenida en la hidrodestilacién
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se almaceno en un congelador por 24 horas a -15+1 °C de temperatura con lo cual
se elimin6 el agua remanente de la solucién por separacion de fases. El aceite
esencial resultante se almacené en frascos de vidrio color d&mbar a una

temperatura de 4,5+1 °C.

Insectos

Los insectos se obtuvieron de colonias permanentes del Laboratorio de
Entomologia de la Facultad de Agronomia de la Universidad de Concepcion,
campus Chillan. Estas colonias se mantienen en frascos de vidrio de 1 L de
volumen, utilizando maiz Cv. DK440 (Anasac Chile S.A.) como sustrato
alimenticio. Las colonias se mantuvieron en oscuridad total y a una temperatura de
30 +2°Cy60+5 % de humedad relativa en una camara bioclimética (ShelLab
modelo 1915, Sheldon Manufacturing Inc, Cornelius, OR, USA).

Efecto fumigante con maiz a granel

En este bioensayo se empled la metodologia de Chu et al. (2011) que consistio en
impregnar el aceite esencial sin diluir en volumenes de 0,08; 0,16; 0,31; 0,63; 1,25;
25 o 5 pL, sobre un papel filtro circular adherido al interior de la tapa de
contenedores plasticos de 0,15 L. En el interior de los envases se colocaron 25 g
de maiz infestado con 10 insectos adultos de S. zeamais sin determinacion de
sexo. Los frascos se cerraron con las tapas que tenian el papel filtro adherido y se
mantuvieron en una camara bioclimatica en las mismas condiciones indicadas
para la cria de insectos. En cada tratamiento se realizaron cuatro repeticiones y el
testigo consistio de papel filtro sin impregnar. Trascurridos cinco dias de
exposicion a los tratamientos se evalud la mortalidad y los datos obtenidos se

corrigieron con la formula de Abbott (1925).
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Efecto fumigante con maiz en bolsas de polipropileno

Con base en el bioensayo anterior, aquellos tratamientos que mostraron una
mortalidad igual o superior a 80% se utilizaron como referencia para la siguiente
fase del bioensayo. Esta consistid en la utilizacion de recipientes plasticos con un
volumen de 6 L en los que se colocd una capa de vaselina de 2 cm de acho en el
borde superior interno, para evitar el escape de los insectos. Ademas, se usaron
bolsas de polipropileno de 25 cm de largo y 18 cm de ancho elaboradas a partir de
costales nuevos para grano y en cuyo interior se colocaron 200 g de maiz. Luego,
en la parte interna de las tapas de los recipientes se adhirié un circulo de papel
filtro el cual se impregnd, con una micropipeta, con 2,5; 5; 10 o 20 pL de aceite
esencial sin diluir de Ch. ambrosioides. El testigo consistié en solo el papel filtro. A
continuacion, cada bolsa se infestd con 50 adultos de S. zeamais sin
diferenciacion de sexo y se cerraron con una banda elastica de goma. Los
recipientes plasticos se taparon y sellaron con cinta adhesiva para evitar el escape
de insectos y se almacenaron en una camara bioclimatica en las mismas
condiciones indicadas en el bioensayo anterior. La evaluacién de la mortalidad se
realiz6 a los cinco dias después de la infestacion (DDI). A continuacion,
nuevamente se seleccionaron las concentraciones que mostraron una mortalidad
igual o superior a 80% para la siguiente fase del bioensayo que consistidé en
utilizar la misma metodologia pero con recipientes plasticos de un volumen de 14
y 28 L. Se realizaron cuatro repeticiones para cada tratamiento y la mortalidad se

corrigié con la formula de Abbott (1925).

Mortalidad por contacto con diferentes superficies tratadas
Superficie de vidrio tratada

Este bioensayo se realizé de acuerdo a la metodologia de Betancur et al (2010).
Se utilizaron tubos de ensayo de vidrio de 6 mL, en los cuales se afiadié 1 mL de
una solucién de aceite esencial en acetona en concentraciones de 0,125, 0,25,

0,5, 1 0 2 % (v/v). Los tubos se agitaron durante 1 minuto, el exceso de solucion

14



se desechd y se esperO durante una hora para que la acetona se evaporara
completamente. Posteriormente, en cada tubo se colocaron 10 adultos de S.
zeamais sin diferenciacion de sexo y luego se sellaron con su respectiva tapa
perforada y cubierta con tela de tul para permitir el intercambio de gases e impedir
el escape de los insectos. El bioensayo se mantuvo en una camara bioclimatica
con una humedad relativa de 60 £ 5 %, 30 = 2 °C de temperatura y oscuridad total.
La evaluacion de la mortalidad se realizé a las 24, 48 y 72 horas después de la

infestacion y se corrigié con la formula de Abbott (1925).

Superficie de concreto tratada

En este bioensayo se utilizaron superficies de concreto de 39 x 39 cm? en las
cuales se coloc6 una capa de vaselina de 2 cm de ancho para evitar el escape de
los insectos. Ademas, se utilizaron jaulas de madera cubiertas con tela de tul de
30 x 25 x 25 cm (alto, ancho, largo) que se colocaron sobre las placas de concreto
unidas a estas con cinta adhesiva para evitar posibles aberturas que permitiesen
la fuga de los insectos de la superficie en estudio. Se realizaron cuatro variaciones

del bioensayo.
a. Superficie de concreto tratada con maiz a granel

La superficie de concreto se impregnd con una solucién de aceite esencial de Ch.
ambrosioides en agua destilada en concentraciones de 4 u 8% (v/v) mas 30 uL de
Tween® 20 (Sigma-Aldrich, San Luis, Missouri, Estados Unidos) como agente
compatibilizante. Las aplicaciones se realizaron con un aerografo (Indura 8807,
Indura S.A., Santiago, Chile), conectado a un tanque de CO; a una presiéon de 10
L min™. Luego, sobre la superficie tratada, se colocaron 200 g de maiz que
posteriormente se infestaron con 50 insectos adultos de S. zeamais sin
determinacion de sexo. A continuacion, sobre el maiz se colocaron las jaulas y las
unidades experimentales se mantuvieron a temperatura ambiente (205 °C). La
evaluacion de la mortalidad se realizé a las 24, 48 y 72 horas y los datos se
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corrigieron con la férmula de Abbott (1925). Cada tratamiento tuvo tres

repeticiones y el testigo consistio en la superficie de concreto sin tratar.
b. Superficie de concreto sin tratar con maiz en bolsa tratada

En este bioensayo se utilizaron bolsas de polipropileno de 25 cm de largo y 18 cm
de ancho, que se asperjaron con la solucion de aceite esencial de Ch.
ambrosioides en agua destilada en concentraciones de 4 u 8% (v/v). Las bolsas se
dejaron secar por 10 minutos y a continuacion se colocé en su interior 200 g de
maiz y se cerraron con una banda elastica de goma. En esta variacion del
bioensayo, la superficie de concreto no se tratd. Las bolsas se colocaron en el
centro de cada superficie de concreto y sobre estas se colocaron 50 insectos
adultos de S. zeamais sin determinacion de sexo. Luego, las bolsas se cubrieron
con las jaulas. En este bioensayo se evaluaron la antixenosis causada por las
bolsas tratadas contabilizando el nimero de insectos en el exterior e interior de las
bolsas y la mortalidad a las 24, 48 y 72 horas, esta Ultima corregida con la férmula
de Abbott (1925). Se realizaron cuatro repeticiones para cada tratamiento y en el

caso del testigo las bolsas y la superficie de concreto no se trataron.
c. Superficie de concreto tratada con maiz en bolsa tratada

En este bioensayo tanto las bolsas de polipropileno que contenian los 200 g de
maiz como la superficie de concreto se trataron con la solucion de aceite esencial
de Ch. ambrosioides en agua destilada en concentraciones de 4 u 8 % (v/v). La
infestacion con insectos adultos de S. zeamais y la evaluacion de la mortalidad y
antixenosis se realizaron como se describié en el bioensayo anterior. Se realizaron
cuatro repeticiones por cada tratamiento y el testigo consisti6 en bolsas y

superficie de concreto sin tratar.
d. Superficie de concreto tratada con maiz en bolsa no tratada

Para este bioensayo la superficie de concreto se tratdé con las concentraciones de
aceite esencial de Ch. ambrosioides en agua destilada de 4 u 8 % (v/v), en tanto

qgue las bolsas que contenian los 200 g de maiz no se sometieron a ningun
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tratamiento. Como en los casos anteriores, se infestdé con 50 insectos adultos de
S. zeamais sin determinacién de sexo y las evaluaciones de antixenosis y
mortalidad se realizaron de la misma manera ya indicada. Cada tratamiento tuvo
cuatro repeticiones y el testigo estaba conformado por bolsas y superficie de

concreto sin tratar.

Disefio experimental y andlisis estadistico

Se utiliz6 un disefio completamente al azar para todos los bioensayos. Se
realizaron pruebas de Shapiro-Wilk y de Levene para la comprobacion de los
supuestos de normalidad y homogeneidad de las varianzas y se llevé a cabo un
andlisis de varianza (ANOVA) y una prueba de comparacion de medias de Tukey
con una significancia de 5%. El efecto fumigante con un volumen de 0,15 L y la
mortalidad por contacto con superficie de vidrio tratada se sometieron a un analisis
de varianza no paramétrico de Kruskal Wallis. Todos los analisis se realizaron con
el software InfoStat®.

Resultados

Efecto fumigante

En la toxicidad por efecto fumigante del aceite esencial de Ch. ambrosioides
silvestre sobre S. zeamais adultos en un volumen de 150 mL de aire se observo
una tendencia de aumento de la mortalidad a medida que la concentracién se
incrementd. Las concentraciones 0,63; 1,25; 2,5 y 5 pL, causaron mortalidad
superior al 50% (Tabla 1). Ademas, estos tratamientos no presentaron diferencias
significativas entre si. No obstante, los tratamientos de 0,63 y 1,25 pyL tampoco
presentaron diferencias significativas con las concentraciones mas bajas
evaluadas (0,16 y 0,31 pL), cuya mortalidad fue inferior al 50% (Tabla 1). Por lo
cual, las concentraciones de 2,5y 5 uL se seleccionaron para la siguiente fase del

bioensayo.
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Al utilizar el volumen de 6 L de aire se observo que las concentraciones de 2,5; 5y
10 pL causaron una mortalidad inferior a 35%, en tanto 20 pL presenté un 94,6%,

siendo significativamente mayor que el resto de los tratamientos (Tabla 2).

Finalmente en un volumen de 14 L de aire, la concentracion de 20 pL registré una
mortalidad de 87,4%, pero al evaluar el mismo tratamiento en un volumen de 28 L

de aire la mortalidad disminuy6 a 19,5%.

Tabla 1 Efecto fumigante en un volumen de 0,15 L del aceite esencial de Ch.

ambrosioides silvestre sobre S. zeamais adultos.

Volumen (uL) Mortalidad (%)

0,08 2.5 a*
0,16 25 ab
0,31 37,5 abc
0,63 52,5 bcd
1,25 55 bcd
2,5 80 cd
5,0 100 d

*Prueba de Kruskal Wallis: Medias con una letra coman no son significativamente
diferentes (p > 0,05).

Tabla 2 Efecto fumigante en un volumen de 6 L de aire del aceite esencial de Ch.

ambrosioides silvestre sobre S. zeamais adultos.

Volumen (uL) Mortalidad (%)
2,5 10,5 a*
50 19,3 ab
10 33,3 b
20 94,6 c

*Test de Tukey: Medias con una letra comun no son significativamente diferentes
(p > 0,05).
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Mortalidad por contacto con diferentes superficies tratadas

En el bioensayo de superficie de vidrio tratada, a las 24 h la mortalidad en las
concentraciones de 0,25; 0,5; 1 y 2% fue superior al 70%. En este mismo tiempo
de evaluacion, la concentracion de 0,125% obtuvo la menor mortalidad con 5%,
aunque debido a la alta variabilidad de los datos no presentd diferencias
significativas con 0,25%, pero si con los tratamientos mayores a esta
concentracion. A las 48 y 72 horas los tratamientos de 0,25; 0,5; 1 y 2% mostraron
una mortalidad superior al 82%, presentando todos diferencias significativas con la

concentracion 0,125%, la cual no superoé el 8% de mortalidad (Tabla 3).

En el experimento con superficie de concreto tratada y maiz a granel a las 24
horas la mortalidad de las dos concentraciones evaluadas no super6 el 50%, ni
presentaron diferencias significativas entre si. A las 48 y 72 horas la concentracion
de 8% registré una mortalidad de 52,7 y 54,7% respectivamente, pero no se
encontraron diferencias significativas con la concentracion de 4%, cuya mortalidad
fue inferior al 40% (Tabla 4).

En las pruebas con bolsas tratadas y superficie de concreto sin aceite esencial se
observé que a las 24, 48 y 72 horas en todas las concentraciones la mortalidad no
rebaso el 2%. Pero, en la evaluacion del efecto de antixenosis a las 48 horas
(Figura 1), el porcentaje de insectos que ingresaron a las bolsas tratadas con las
concentraciones evaluadas (4 y 8%) fue en ambos tratamientos de 5%,
presentando estos diferencias significativas con el testigo, en el que se registré un
ingreso de insectos de 16%. A las 72 horas el ingreso de insectos aumento tanto
en el testigo como en las bolsas tratadas sin encontrarse diferencias significativas

entre estos.

En el caso de bolsas y superficie de concreto tratadas (Tabla 5), a las 24, 48y 72
h la mortalidad fue significativamente mayor en la concentracién de 8%, a pesar
de que en ambos tratamientos esta no alcanzé el 30%. Al evaluar la antixenésis
(Figura 2) se observo que a las 24 horas el porcentaje de insectos que ingresoé a

las bolsas fue mayor en el testigo con 25%, mientras que 4 y 8% presentaron 7 y
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9% respectivamente. En esta variable las concentraciones evaluadas no
mostraron diferencias significativas entre ellas, pero si con el testigo. A las 48y 72
h el porcentaje de insectos que ingresé a las bolsas aumento, tanto en los
tratamientos como en el testigo, aunque 8% continud siendo significativamente

menor que el control, lo que no se observé en 4%.

Por dltimo, en el bioensayo de superficie de concreto tratada y bolsas sin aceite
esencial, la mortalidad en todas las concentraciones no superé el 14% y no se
encontraron diferencias significativas entre 4 y 8%. En el caso del porcentaje de
ingreso de insectos a las bolsas, tampoco hubo diferencias significativas entre las
bolsas ubicadas en el concreto tratado y en la superficie testigo, el cual fluctia

entre mas del 30% a las 24 horas y mas del 45% a las 72 horas.

Tabla 3 Mortalidad por contacto con superficie de vidrio tratada con aceite esencial

de Ch. ambrosioides silvestre sobre S. zeamais adultos.

Concentracion Mortalidad (%)
(%) 24 horas 48 horas 72 horas
0,125 5 a* 7,5 a 7,5 a
0,25 76,4 ab 82,5 b 82,5 b
0,5 100 b 100 b 100 b
1,0 100 b 100 b 100 b
2,0 100 b 100 b 100 b

*Prueba de Kruskal Wallis: Medias con una letra comun no son significativamente
diferentes (p > 0,05).
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Tabla 4 Mortalidad por contacto con superficie de concreto tratada con aceite
esencial de Ch. ambrosioides silvestre sobre S. zeamais adultos con maiz a granel
en condiciones de bodega.

Concentracion Mortalidad (%)
(%)
24 horas 48 horas 72 horas
4,0 29,3 a* 34,0 a 35,3 a
8,0 48,7 a 52,7 a 54,7 a

*Test de Tukey: Medias con una letra comun no son significativamente diferentes
(p > 0,05).
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Figura 1 Efecto antixenodtico de bolsas tratadas con aceite esencial de Ch.
ambrosioides silvestre sobre S. zeamais adultos en una superficie de concreto sin
tratamiento en condiciones de bodega. Barras verticales = desviacion estandar.
Test de Tukey: Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p
> 0,05).
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Tabla 5 Mortalidad por contacto con superficie de concreto y bolsas tratadas con
aceite esencial de Ch. ambrosioides silvestre sobre S. zeamais adultos en
condiciones de bodega.

20 A

—ic

Concentracion Mortalidad (%)
(%)
24 horas 48 horas 72 horas
4,0 4,5 a* 9,0 a 9,0 a
8,0 23,5 b 25 b 26,2 b
*Test de Tukey: Medias con una letra comun no son significativamente diferentes
(p > 0,05).
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Figura 2 Efecto antixenético en bolsas y superficie de concreto tratadas con aceite
esencial de Ch. ambrosioides silvestre sobre S. zeamais en condiciones de
bodega. Barras verticales = desviacion estandar. Test de Tukey: Medias con una

letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05).
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Discusion

En el bioensayo de efecto fumigante, evaluado en diferentes volimenes, se
observo una tendencia de directa proporcionalidad entre la concentracion del
aceite esencial de Ch. ambrosioides y la toxicidad sobre adultos de S. zeamais. La
mayor mortalidad se obtuvo siempre con las concentraciones mas altas
evaluadas, las que normalmente superaron el 50% de insectos muertos, lo que
segun Cerna et al (2010) las clasifica como prometedoras. El efecto fumigante de
los aceites esenciales se deberia a que los compuestos activos volatiles que los
conforman bloquean los receptores de la octopamina, afectando el
comportamiento y provocando la muerte del insecto (Isman 2000, Pandey et al
2011). Los resultados obtenidos coinciden con Chu et al (2011), quienes con
aceite esencial de Ch. ambrosioides sobre S. zeamais, obtuvieron resultados
similares a los de la presente investigacion, determinandose que el compuesto a-
terpineno es el que posee propiedades fumigantes. Igualmente Jaramillo et al
(2012) reportaron toxicidad fumigante de 100% del aceite esencial de Ch.
ambrosioides cultivado sobre S. zeamais, coincidiendo en que a-terpineno fue el
compuesto responsable del efecto fumigante. Tapondjou et al (2002) también
demostraron la efectividad del aceite esencial de Ch. ambrosioides como
fumigante en una concentracién de 0,2 ul cm? al obtener porcentajes de
mortalidad entre 80 y 100% sobre Sitophilus granarius L., (Coleoptera;
Curculionidae), Prostephanus truncatus Horn (Coleoptera; Bostrichidae),
Callosobruchus chinensis L. y Acanthoscelides obtectus Say, (Coleoptera;
Bruchidae), infiriendo a la vez una posible relacion entre a-terpineno y el efecto
fumigante del aceite esencial. No obstante en la misma investigacion, al evaluar
individualmente a-terpineno sobre S. zeamais, la mortalidad obtenida no
sobrepaso el 20%. Ademas Yeom et al (2013), en un estudio sobre el efecto
fumigante del aceite esencial de 11 plantas de la familia Myrtaceae como
Eucalyptus citriodora Hook, E. smithii F. Muell. Ex R. T. Baker, E. globulus Labill,
E. radiata Sieber Ex. D.C., E. dives Schauer, E. polybractea F. Muell. Ex R. T.
Baker, Melaleuca dissitiflora F. Muell, M. quinquenervia Blake, M. uncinata R. Br.,

M. linariifolia SM. y Leptospermum petersonii Bailey sobre Blattella germanica L.
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(Blattodea, Blattellidae), comprobaron que a-terpineno presenta un efecto
fumigante significativo. Por tanto, considerando que en el aceite esencial utilizado
en la presente investigacién a-terpineno es el compuesto que se encuentra en
mayor proporcion (42,38%) (Orozco et al 2016), se podria inferir que este
compuesto esta relacionado con la actividad fumigante del aceite esencial de Ch.
ambrosioides silvestre. No obstante, a medida que se aumento el volumen de la
camara de fumigacion, la mortalidad disminuy6 significativamente, por lo que se
deberian realizar estudios posteriores para establecer la relacion dosis-volumen

mas efectiva.

En la toxicidad por contacto del aceite esencial de Ch. ambrosioides silvestre
sobre una superficie tratada se observaron diferentes tendencias de acuerdo al
tipo de bioensayo que se realiz6. En el caso de la superficie de vidrio tratada, a
partir de la concentracion de 0,25% la mortalidad fue mayor a 76%, registrandose
un aumento de la mortalidad en la medida que transcurrié el tiempo de exposicion.
Estos resultados concuerdan con Zhu et al (2012), quienes realizaron estudios con
aceite esencial de Ch. ambrosioides, sobre Blattella germanica L. (Blattodea,
Blattellidae) obteniendo toxicidad por contacto de este aceite esencial. Por otra
parte, la mortalidad obtenida en el bioensayo del presente estudio es superior a la
reportada para otras especies utilizando la misma metodologia como Betancur et
al (2010) con aceite esencial de Peumus boldus Molina (Monimiaceae) sobre S.
zeamais, quienes necesitaron concentraciones de al menos 1% para obtener una
mortalidad mayor al 50%. Por otra parte Santiago et al (2014), evaluaron un
extracto acuoso de Ch. ambrosioides sobre Cryptolaemus montrouzieri Mulsant
(Coleoptera; Coccinellidae), obteniendo una mortalidad por contacto superior al
90% a las 144 horas de exposicion. Ademas cabe resaltar que estos autores en el
analisis quimico del extracto obtuvieron que estaba compuesto en un 96% por
aceite esencial y que uno de los compuestos de mayor concentraciéon era a-
terpineno, lo que concuerda con los resultados obtenidos en el presente estudio.
Segun Rani (2012) los compuestos volatiles de los aceites esenciales poseen una
elevada actividad insecticida por contacto. Pero, en las pruebas realizadas en la
superficie de concreto la mortalidad disminuyé significativamente. En el bioensayo
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gue se evaluo la combinaciéon de superficie de concreto tratado con aceite esencial
y maiz a granel sin tratar, la mortalidad a las 72 horas super6 el 50% en su
concentracion mas alta (8%), clasificando al tratamiento como prometedor (Cerna
et al 2010). El efecto insecticida por contacto se puede deber a que los
compuestos activos del aceite esencial pueden ingresar por la cuticula de los
insectos, afectando los receptores de la octopamina (Isman 2000, Pandey et al
2011). Por tanto, los aceites esenciales pueden presentar actividad insecticida
tanto de contacto como fumigante, aunque este ultimo ha evidenciado mayor
potencial a mas corto plazo (Rani 2012). Sin embargo, en el resto de variaciones
del bioensayo que incluyeron a la superficie de concreto tratada, la mortalidad no
supero el 27%, lo que puede deberse a la rapida volatilidad de los compuestos
activos del aceite esencial al no encontrarse en condiciones de hermetismo.
Ademas, la capacidad de absorcion del concreto junto con la susceptibilidad de los
compuestos activos de los aceites esenciales a la fotodegradacion y temperatura,
pudieron afectar su eficacia (Cloyd & Chiasson 2007, Betancur et al 2010, Nerio et
al 2010).

En el bioensayo que consistié en el uso de bolsas de polipropileno sin tratamiento
con superficie de concreto tratada, la mortalidad no fue mayor al 14%, toxicidad
menor a la registrada con el bioensayo con superficie de concreto tratada y maiz a
granel. Esto se pudo deber a que las bolsas no tratadas actuaron como refugio
contra el contacto directo del insecto con la superficie de concreto tratada,
reduciendo su mortalidad. Sin embargo, en las pruebas en que se empled bolsas
tratadas con aceite esencial de Ch. ambrosioides silvestre, se observo que estas,
dentro de las primeras 48 horas, provocaron un efecto antixenético sobre S.
zeamais. Estudios realizados en polvo de Ch. ambrosioides han reportado el
efecto repelente de esta planta (Silva et al 2005a, Mazzonetto et al. 2013) y una
investigacion realizada por Koona et al (2007) en el que utilizaron bolsas tratadas
con extractos acuosos de Ch. ambrosioides y Lantana camara L. (Verbenaceae)
sobre Callosobruchus maculatus Fabricius (Coleoptera; Bruchidae) y A. obtectus,
se obtuvieron resultados similares a los de la presente investigacion. Segun Brown

& Hebert (1997) y Nerio et al (2010), los compuestos volatiles del aceite esencial
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forman una barrera que disuade a los insectos a entrar en contacto con la

superficie que ha sido tratada.

El efecto insecticida y antixendtico del aceite esencial de Ch. ambrosioides
silvestre disminuyo6 cuando el tiempo transcurrié, por lo cual, para su uso practico,
seria necesario realizar aplicaciones repetidas para producir una proteccion
efectiva contra el ataque de insectos plaga. Al respecto, varios estudios han
demostrado la actividad antixenética de los aceites esenciales sobre otras
especies de insectos como Anopheles annularis S. L. (Diptera; Culicidae) (Ansari
et al 2000), Culex pipiens pallens Coquillett (Diptera; Culicidae) (Park et al 2005),
Plutella xylostella L. (Lepidoptera; Plutellidae) (Zhang et al 2004), Aedes aegypti L
(Diptera; Culicidae) (Choochote et al 2007), Nephottetix virescens Distant
(Hemiptera; Cicadellidae) (Calumpang et al 2013) y Trialeurodes vaporariorum
Westwood (Hemiptera; Aleyrodidae) (Dehghani & Ahmadi 2013), por lo que es
necesario realizar mas investigaciones sobre esta capacidad y el empleo practico
de los aceites esenciales presentes en plantas aromaticas como Ch. ambrosioides
para la proteccion contra insectos plaga. Asi mismo es necesario el estudio de
nuevas alternativas de formulacion de los compuestos activos del aceite esencial,
con el fin de mejorar la residualidad de su efecto (Denloye et al 2010, Sainz et al
2012).

Finalmente, con los datos obtenidos en esta investigacion se puede concluir que el
aceite esencial de Ch. ambrosioides proveniente de una poblacién silvestre
presenta accion toxica tanto fumigante como de contacto sobre S. zeamais adultos
similar a los reportados en literatura (Silva et al 2005, Tavares & Vendramim 2005
ay b, Chu et al 2011, Jaramillo et al 2012, Mazzonetto 2013) para el aceite
esencial de plantas cultivadas con fines medicinales. Ademas, el aceite esencial
de Ch. ambrosioides aplicado sobre bolsas de polipropileno, presenté efecto
antixenotico sobre S. zeamais adultos. Por tanto, estos resultados sugieren que el
aceite esencial de Ch. ambrosioides silvestre puede ser una alternativa potencial
para la proteccion contra insectos plaga de granos almacenados, pero que en el

futuro debe ser validada en condiciones de bodega.
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ABSTRACT
Once of the major problems encountered during grain storage is the attack of
insect pests such as Sitophilus zeamais, which affects under both field and storage
conditions. The use of synthetic insecticides to control pests pose adverse effects,
such as resistance and environmental concerns. Previous research has
documented insecticidal activity of powders, extracts and essential oils of
Chenopodium ambrosioides cultivated for therapeutic purposes. This study
assessed the antixenotic activity (no preference) of wild Chenopodium
ambrosioides essential oil against adults of S. zeamais. Preference and repellency
bioassays were conducted using a Y-shaped olfactometer and bags treated with
essential oil. In the repellency bioassay with olfactometer, maize kernels treated
with essential oil at higher concentrations (1 and 2%) showed a greater repellent
effect but no difference was found in the response associated with insect sex.
Regarding the antixenosis bioassay with arena showed that insects preferred the
untreated control and the essential oil at lower concentrations. The residual effect
of Ch. ambrosioides essential oil decreases with time, retaining its activiy only 72
hours with at the highest concentrations. In the experiment with treated bags, bags
with essential oil at a 4% concentration prevented the entry of insects for five days.

The main compounds in the essential oil were a-terpinene (42.38%), 11-
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heneicosanol (20.91%) and o-cimene (20.74%). It can be concluded that wild Ch.

ambrosioides essential oil has antixenotic effects against adults of S. zeamais.
Keywords: Maize weevil, a-terpinene, Mexican tea

Introduction

Insect pests constitute one of the main sanitary problem in stored grains
worldwide, since they may severely affect grain or seed quality (Cruzat et al 2009).
According to the Food and Agriculture Organization (FAO), the weight loss in
stored grains due to insect damage is estimated between 5 and 10% of the
worldwide production (FAO 1993). The maize weevil (Sitophilus zeamais
Motschulsky; Coleoptera; Curculionidae) is a cosmopolitan insect pest that affects
cereals, mainly maize and wheat under both field and storage conditions (Danho et
al 2002).

Synthetic insecticides are used to control these insects. However, these are
expensive and may cause adverse effects, such as resistance and the presence of
toxic residues in the environment. Therefore, an effective and more environmental
friendly control method needs to be found in order to prevent these problems and
effectively protect the grain under storage conditions (Silva et al 2005b). Essential
oils are potential alternatives to current stored-grain insecticides. They are
represented by a wide variety of chemical compounds derived from plant’s
secondary metabolism that might be used against these insect pests (Guenther
1972). The essential oils have shown fumigant, ovicidal and antixenotic properties
(Fradin & Day 2002, Jaramillo et al 2012), derived from the action of active
compounds, such as a-terpinene, ascaridol, isoascaridole, limonene and p-cimeno
(Pandey et al 2014). Such compounds, alone or mixed with other type of
metabolites are toxic against insects (Nerio et al 2010, Pandey et al 2011,
Jaramillo et al 2012).

Essential oils with insecticidal properties affect the nervous system, blocking the
octopamine receptors, which regulate insect's movement, heart rate, metabolism

and behavior (Pandey et al 2011). In addition, essential oils display a fast rate of
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degradation in the environment and their mammal selectivity is high (Chu et al
2011).

The antixenotic activity is a plant defensive response against the insects, and can
be triggered at distance or by direct attack and can be either physical or chemical
nature, leading to reduce the possibility to use the plant as a host for shelter,
oviposition or feeding (Fancelli et al 2005, Castro et al 2011). Secondary
metabolites are involved in plant chemical defense systems and have feeding or

oviposition deterrent effects against pests (Nerio et al 2010).

The Mexican tea, also known as Erva-de-santa maria in Brazil, Epazote in Mexico
and Paico in Chile (Chenopodium ambrosioides L.; Chenopodiaceae) is an herb
native to tropical regions of America, particularly Mesoamerica. It can be also
found in Europe and Africa (Hegazy & Farrag 2007, Gémez 2008). Previous
research has documented fumigant and repellent effects of extracts, powders and
essential oils of different structures of Ch. ambrosioides cultivated for medicinal
purposes (Tavares & Vendramim 2005a, Tavares & Vendramim 2005b, Silva et al
2005a, Chu et al 2011, Jaramillo et al 2012). Thus, the use of Ch. ambrosioides
essential oil is a potential alternative to synthetic insecticides. However, the
domestication of plants tends to reduce the effectiveness of the the protection
mechanisms against herbivores, among others, by decreasing the production of
secondary metabolites (Pickersgill 2007). Natural selection directly or indirectly
modifies chemical resistance phenotypes of plants against herbivores (McKey et al
2010). Blanckaert et al (2012) conducted a study on Ch. ambrosioides and
documented that crop practices tend to reduce the concentration of secondary
metabolites associated with the odor, flavor and anthelmintic properties of the
plant, which could also may negatively influence the biological activity against
insect pests. Therefore, the objective of this study was to evaluate the antixenotic

activity of wild Ch. ambrosioides essential oil against adults of S. zeamais.
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Materials and methods

Plant material

Wild plants of Ch. ambrosioides were collected in San Fabian de Alico (36° 33" 00"
S; 71° 33' 00" W), 477 m of altitude, Nuble County, Bio-Bio Region, Chile.The
essential oil was extracted from seeds, inflorescences and leaves of Ch.
ambrosioides according to Fekadu et al (2013) by steam distillation technique. A
Clevenger-type apparatus was used to separate volatile molecules lighter than
water with a system of direct heat for two hours. The remaining water was
removed by phase separation, storing the solution in a freezer at -15°C for 24
hours. The resulting solution was stored in an amber glass bottle and refrigerated
at 4.5+1 °C.

The chemical analysis of the essential oil was performed at the Laboratory of
Pharmacognosy of the Facultad de Farmacia of the Universidad de Concepcién by
gas chromatography coupled with mass spectrometry (GC-MS); high-resolution

chromatography was used (HPGC -MS, Hewlett Packard series 11 5890).

Insects

Insects were obtained from the permanent colonies of the Laboratory of
Entomology of Facultad de Agronomia of the Universidad de Concepcién and kept
in 1L-glass bottles, providing maize kernels (Zea mays L.) CV DK440 (Anasac
S.A., Chile) as food substrate and stored in a bioclimatic chamber (ShelLab model
1915, Sheldon Manufacturing Inc, Cornelius, OR, USA), at a relative humidity of 60
+ 5 %, temperature of 30 £ 2 °C and total darkness.

Repellency bioassay

This bioassay was performed according the methodology of Signoretti et al (2012).
Repellency was evaluated by calculating the percentage of choice of insects. A Y-
shaped glass olfactometer was used, which is an instrument consisting of a tube
with a Y-shaped bifurcation. These two lateral arms are 16.5 cm long and 3 cm in
diameter and connected to a central tube with the same diameter and dimensions.

Each arm was sealed with a rubber cap and was connected to a glass flask
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containing the odor sources (treatment or control). The odor source corresponding
to the treatment contained 25 g of maize kernels treated with essential oil diluted in
1 mL of acetone at the concentrations of 0.125, 0.25, 0.5, 1 or 2 % (v / v), while the
odor source for the control contained 25 g of kernels treated with 1 mL of acetone.
Each arm of the Y-shaped tube was connected to an aquarium air pump Super LB-
1000 (Shanghai Luby Pet Industries Co., Shanghai, China) of 1.6 L air min™ flow.
The air flow was filtered with an activated carbon filter and then passed through a
flask containing distilled water to humidify the air. The air flow rate was controlled
by SHLLJ LZQ-6 flow meters (Yuyao Shunhuan Instruments Co., Shanghali,
China), which provided a constant rate of 0.5 L air min™. Lines were traced outside
each arm and at the base of the Y-shaped tube at a distance of 7-cm from the
center and then 50 adult insects of S. zeamais were individually placed on every
dish for each concentration, and then the repellent effect was separately evaluated
in males and females. Sex determination was based on the morphology of the
proboscis, which describes that males have a rougher surface than females
(Halstead, 1963). Repellency was observed for five minutes since the insect
crossed the threshold line of the central tube and choices were recorded when an
insect crossed the line of one of the two arms and remained there for 20 seconds
(Signoretti et al 2012). The insects that chose one of the two arms during five
minutes of were the only ones considered in the bioassay. Each insect was used a
single time in order to prevent associative learning. The olfactometer was covered
with a black cloth throughout the bioassay to prevent that the visual inputs could
affect insect’s behavior. The glass Y-shape tube was washed between replicates,
while the connections with the odor sources were alternated in their order to
minimize bias. For each concentration of essential oil, 50 replicates were carried

out by sex.
Antixenosis bioassay with choice arena

Antixenosis behavior was evaluated using the methodology described by Cruzat et
al (2009), which consists of a free choice device consisting of nine plastic Petri

dishes 1.5 cm in height and 5 cm in diameter. Eight of the dishes were
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symmetrically placed around a central dish, connected with plastic tubes of 10 cm
long. An amount of 20 g of kernels treated with essential oil at concentrations of
0.125, 0.25, 0.5, 1, 2, 4 or 8% (v / v), previously diluted in 1 mL of acetone, were
placed in each of the peripheral dishes, plus an untreated control treatment on the
remaining dish, consisting of maize kernels treated with 1 mL of acetone only then,
50 adult insects of S. zeamais without sex differentiation were released on the
central plate. The number of insects per dish was determined 72 h after insect
release. Insects that did not make a choice were excluded from the analysis. The
bioassay was repeated twice and treatments were randomly distributed in each
replicate to avoid biases. Each choice arena device was considered as an

experimental unit, performing four replicates per treatment.

Residual effect

We used a variation of the methodology described by Procopio et al (2003), which
consists of a free-choice arena, integrated by four Petri plastic dishes of 5 cm
diameter, connected diagonally to a central plate by plastic tubes of 10 cm in
length in an X-shaped arrangement. Equal amounts of 20 g of maize kernels mixed
with 1 mL of acetone (control) were placed in two dishes, which were in diagonally
opposite positions. Similarly, an amount of 20 g kernels mixed with essential oil at
concentrations of 0.125, 0.25, 0.5, 1, 2 or 4% diluted in 1 mL of acetone were
placed in each of the remaining dishes. Acetone was allowed to evaporate
completely during one hour and then 20 non sexed adults of S. zeamais were
released on the central plate. The evaluation was conducted by counting the
number of insects in each of the peripheral dishes (treatments and control) at 24,
48, 72, and 96 h after insect were released. The insects were replaced after each
evaluation, but the same treated maize was used throughout the bioassay. Based
on the values obtained, the preference index (Pl) adapted of Mazzonetto &
Vendramim (2003) was calculated: Pl = 2G x (G + P) 1; where G is the percentage
of insects on the dish with treated kernels, and P is the percentage of insects on
the dish corresponding to the untreated control. According to the PI index, a
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treatment has no preference effect if Pl is lower than 1, neutral if it is equal to 1 and

preference if it is greater than 1. Four replicates were performed per treatment.

Antixenosis in untreated bags

Polypropylene bags of 25 cm long and 18 cm wide made from conventional
unused grain storage bags were used. The bags were sprayed with a solution of
essential oil diluted in distilled water at concentrations of 0.125, 0.25, 0.5, 1 or 2%
plus 30 uL de Tween® 20 (Sigma-Aldrich,, St. Louis, Missouri, USA) as an
adjuvant agent to obtain a homogeneous solution. The solution was applied on the
entire outer surface of the bags with an airbrush Indura 8807 (Indura S.A.
Santiago, Chile) connected to a CO, tank at a pressure of 10 L min™. Once the
bags were sprayed with the solution, they were allowed to dry for 10 minutes. Then
an amount of 200 g of maize was introduced in each bag and sealed with a rubber
band. The bags were placed individually in plastic containers of 3.5 L; six holes 2
cm wide were previously opened on the lids and sealed internally with tulle fabric to
allow gas exchange. Furthermore, a film of Vaseline (2 cm wide) was applied to the
upper and inner parts of the container to prevent scape of insects. Finally, each
plastic container was infested with 20 non sexed adult insects S. zeamais. As
insects were placed outside the bag, 1 g of maize was added to avoid insect death
by starvation during their adaptation to the environment. The containers were
stored in a bioclimatic chamber at a temperature of 30 £ 2 °C, relative humidity of
60 + 5 % and total darkness conditions. Evaluation of mortality and antixenosis
was performed 24 h and 5 days after infestation (DAI). The number of insects
inside and outside the bags was determined, as well as the number of dead
insects. Each treatment had four replicates and mortality was corrected by means
of the Abbott's formula (1925).
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Experimental design and statistical analysis

A completely randomized experimental design was used in all the bioassays.
Assumptions of data normality were assessed by Shapiro-Wilks modified test,
while data were tested for homogeneity of variance using Levene test. Thus, an
analysis of variance (ANOVA) and a mean comparison Tukey test at 5%
significance level were conducted. The repellency analysis with the Y-shaped glass
tube was conducted by chi-square test (X?) and a non-parametric analysis of
variance (Kruskal Wallis test) was performed for the non-choice bioassay with

treated bags. All the analyzes were performed using InfoStat® software.

Results

Chemical analysis of the essential oll

A volume of 6 mL of oil was obtained from 910 g of plant material, which means
that yield of the essential oil of wild Ch. ambrosioides was 0.66%. The analysis of
the chemical composition showed that the main compound was a-terpinene with

42.38%, followed by 11-heneicosanol (20.91%) and o-cymene (20.74%) (Tablel).
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Table 1 Analysis of the chemical composition of essential oil of wild Ch.

ambrosioides by gas chromatography.

Time Compound (%) Identification*
(minutes)

6.44 4-carene 5.56 IK, MS
6.60 o-cimene 20.74 IK, MS
8.18 Unknown 1.15 IK, MS
8.88 Acid 1,2,3-trimetil-ciclopent-2- 0.22 IK, MS

enecarboxilico
8.99 Unknown 0.24 IK, MS
9.11 Pollutant 0.33 IK, MS
9.76 Unknown 1.25 IK, MS
10.02 a-terpinene 42.38 IK, MS
10.15 Unknown 0.9 IK, MS
10.19 Unknown 3.39 IK, MS
10.38 Pollutant 0.68 IK, MS
10.62 4-metoxicinamaldehido 0.64 IK, MS
10,66 Unknown 0.67 IK, MS
10.80 Timol 0.57 IK, MS
10.94 11-heneicosanol 20.91 IK, MS
13.69 O-bencilinalool 0.37 IK, MS
Total 100

*Compounds were identified by comparing the mass spectra (MS) database and
Kovats retention indices (IK).

Repellency bioassay

No significant differences were found (P> 0.05) in the preference behavior of male
and female insects in each of the evaluated concentrations. The observed
tendency indicated that as the concentration of the essential oil increased, insect’s
choice for the treated maize decreased. The lowest percentages of choice were
recorded in the maize treated with essential oil at a 2% concentration, reaching
14% in female and 16% in male insects, while the concentration with the highest
preference was 0.125%, with 46% and 44 % in female and male insects,
respectively (Fig 1). No significant differences were found between the response of

males in comparison to females, thus sex was not considered as a source of
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variation and data were pooled and analyzed together. This analysis showed that
the highest concentrations (1.0 and 2.0%) showed significant differences with the
lowest one evaluated (0.125%). Similarly, treatments at 0.25, 0.5 and 1.0% also
showed a decreasing tendency in terms of choice arenas as concentration of the
essential soil increased, but no significant differences were found between them
(Table 2).

Table 2 Choice of adults of S. zeamais for maize treated with wild Ch.
ambrosioides essential oil at different concentrations.

Concentration (%) Insect’s choice (%)
0.125 29.4 *a
0.25 22.2 ab
0.5 21.6 ab
1.0 17.0 bc
2.0 9.8 C

*Tukey’s test: Mean values with the same letter do not differ significantly (p > 0.05).
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Choice (%)

Fig 1 Repellent effect of wild Ch. ambrosioides essential oil at concentrations of
0.125, 0.25, 0.5, 1 and 2 % against male (M) and female (F) adults of S. zeamais

during 5 minutes of observations (n = number of replicates).
Antixenosis bioassay with choice arena

A number of 308 out of 400 insects evaluated (72 hours) made a choice during the
two replications in the bioassay, so that these were considered as a 100% of the
evaluation. The highest number of insects was recorded in the control with a value
of 24.7%, which was significantly higher than the ones recorded in all the
concentrations (Table 3). As the concentration of the essential oil increased,
insect’s choice for the treated maize decreased. In turn, the 8.0% concentration
had the lowest preference with an average of 4.7%, being statistically different from
the lowest concentration of essential oil (0.125%) and the control. Preference did
not differ significantly between concentrations of 0.125, 0.25, 0.5, 1, 2, and 4%,
ranging between 9 and 16% (Table 3).
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Table 3 Preference, after 72 hour, of adults of S. zeamais for maize treated with

wild Ch. ambrosioides essential oil at different concentrations under laboratory

conditions.
Concentration Preference (%)
(%) (v/v)
Control 24.7 ax
0.125 15.6 b
0.25 12.5 bc
0.5 111 bc
1.0 10.0 bc
2.0 12.5 bc
4.0 8.9 bc
8.0 4.7 C

*Tukey’s test: Mean values with the same letter do not differ significantly (p > 0.05).
n=308

Residual effect

The preference index presented values lower than 1 at 24 hours in all
concentrations. However, antixenotic effects began to decline at 48 hours,
especially at lower concentrations. For instance, the 0.25% concentration showed
no antixenotic effect at 48 hours, reaching a preference index greater than 1. The
concentrations equal to or higher than 1,0 % were the only ones that maintained
antixenotic effects at 72 hours, while only the 1,0 and 2,0% concentrations
maintained this effect at 96 hours with preference indices of 0.89 and 0.82,
respectively (Table 4).
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Table 4 Residual effect evaluated by the preference index (IP) of wild Ch.

ambrosioides essential oil against adults of S. zeamais.

Time (hours)

24 48 72 96

Concentration IP P P IP
0.25 0.93 1.01 1.45 -
0.5 0.49 0.96 1.08 -

1.0 0.25 0.42 0.54 0.89

2.0 0.45 0.9 0.76 0.82

4.0 0.27 0.44 0.75 1.05

Pl < 1: no preference; Pl = 1: neutral; Pl > 1: preference

Antixenosis in treated bags

All insects remained outside of the bag at 12 and 24 h. After five days, the entry of
insects to the control bags was close to 10%, while there was a 0% entry of insects
in the bags treated with Ch. ambrosioides essential oil at a concentration of 4.0%.
Therefore, significant differences were found between these two treatments, but
not with the 1 and 2% concentrations. Insects that did not enter the bags treated
with essential oil at 1 and 2% concentrations reached 96.2% and 98.7%
respectively (Fig 2). S. zeamais mortality throughout the bioassay did not exceed
8%.
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Fig 2 Percentage of adults of S. zeamais outside of the bags treated with wild Ch.
ambrosioides essential oil at concentrations of 1.0, 2.0 and 4.0% after five days.
Vertical bars = standard deviation. Kruskal Wallis test: Means with a same letter do
not differ significantly (p> 0.05).

Discussion

The chemical analysis showed that a-terpinene was the active compound found in
the highest amount in wild Ch. ambrosioides essential oil. There is evidence in the
literature that this compound presents biological activity against insects, such as
Culex pipiens pallens Coquillett (Diptera; Culicidae) (Choi et al 2002, Park et al
2005), Plutella xylostella L. (Lepidoptera; Plutellidae) (Zhang et al 2004),
Nephottetix virescens Distant (Hemiptera; Cicadellidae) (Calumpang et al 2013)
and Trialeurodes vaporariorum Westwood (Homoptera; Aleyrodidae) (Dehghani &
Ahmadi 2013). According to Bigoga et al (2013), Ch. ambrosioides essential oll
mainly consists of terpenes, especially a-terpinene, which are present in variable
amounts depending on factors such as geographic location, harvest time and
climate, so that its composition and biological effect may vary.
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In the repellency bioassay, the maize kernels treated with Ch. ambrosioides
essential oil had a direct effect on insect food preference (p<0.05) in both males
and females. The 0.125% concentration presented the highest level of preference,
perhaps because the low concentration of active compounds and their high rate of
volatilization is not enough to elicit an effect on insect behavior. This is in
agreement with the results obtained at higher concentrations (1 and 2%), in which
a marked repellent effect was observed. According to Jayasekara et al (2005), S.
zeamais in their adult stage can detect essential oils and are capable to avoid
them, so that the oil film covering treated maize kernels can directly influence
insect behavior, reducing their contact with the treated seeds (Brown & Hebert
1997, Nerio et al 2010, Salgado et al 2012). The results of our study are
consistent with those documented by Ukeh et al (2012), who used the same
methodology on Sitophilus oryzae L. (Coleoptera; Curculionidae) with essential oils
of Xylopia aethiopica Dunal A Rich (Anonaceae) and Dennettia tripetala G. Baker
(Anonaceae). The results of their study revealed a clear preference of both male
and female insects by the untreated control. In addition, a study by Silva et al
(2005a) showed that the powder of cultivated Ch. ambrosioides has a repellent
effect against S. zeamais due to semiochemicals present in inflorescence and

stem powder.

The active compounds with insecticidal and insectistatic activities usually found in
plant essential oils belong to the terpenoid group, which in case of Ch.
ambrosioides mainly corresponds to a-terpinene. Several studies have described
the capacity that a-terpinene to modify insect behavior. For instance, Choi et al
(2002) reported repellent effects of a-terpinene against C. pipens pallens, while
Park et al (2005) found that this compound was more effective against C. pipiens
pallens than the commercial repellent DEET. In Addition, Zhang et al (2004)
reported effective repellent effects against P. xylostella, when conducted tests with
a-terpinene isolated from the essential oil of Mikania micrantha Kunth
(Asteraceae). Similarly, Calumpang et al (2013) reported that a-terpinene obtained
from Alpinia elegans C. Presl K. Schum (Zingiberaceae) provided 70% repellency

against N. virescens. The study of Dehghani & Ahmadi (2013) confirmed the
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repellent effects of a-terpinene, contained in Thymus vulgaris L. (Lamiaceae)
essential oil, against T. vaporariorum. Therefore, it can be inferred that a-terpinene
is responsible for the biological activity of Ch. ambrosioides essential oil, indicating
that this essential oil is a potential alternative to control insect infestation in stored

grains.

The antixenosis bioassay with choice arena showed, in general, a significant
decrease in insect preference was found in the treatments with Ch. ambrosioides
essential compared to the control, which indicates that this oil presents an
antixenotic activity against S. zeamais. According to Radha & Murugan (2011),
volatile plant compounds may affect both the physiology and behavior of the insect.
Several studies have documented repellent effects of Ch. ambrosioides against S.
zeamais (Silva et al 2005a, Mazzonetto et al 2013). According to Obeng-Oferi &
Reichmuth (1997), the action of decreasing insect food preference for maize
treated with essential oil can be a potential tool to prevent infestation by stored-

grain insects.

In the oil residuality bioassay all concentrations of Ch. ambrosioides essential oil
presented an antixenotic effect at 24 hours. This may be due to the presence of
volatile active compounds that affect insect behavior, leading them to avoid treated
food sources (Pandey et al 2014). Studies conducted by Silva et al (2005a) and
Mazzonetto et al (2013) on the effects of powder of cultivated Ch. ambrosioides
reported similar results. However, the antixenotic effect of the essential oil
decreased with time, being effective up to 72 hours only in higher concentrations
(1, 2 and 4%) with preference indices lower than 1, which according to the formula
adapted by Mazzonetto & Vendramim (2003) are considered as antixenotic or no
preference. The time-dependent decrease of the repellent efficacy could be due to
volatilization of the active compounds since these are susceptible to the effects of
light and temperature (Cloyd & Chiasson 2007, Betancurt et al 2010). Therefore,
their use as a protection against insect pests would have a maximum duration of
72 hours and so that repeated applications are required after this period. Several

plant compounds have proven to be equally or more effective than synthetic
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products, but the quick volatilization of essential oils limits their efficacy (Collins et
al 1993, Fradin & Day 2002, Nerio et al 2010). In order to increase the biological
activity lifespan of essential oils, some authors have proposed the development of
formulations with fixing materials, such as polymers, microcapsules and paraffin
additives, or the combination with other oils, in order to extend protection time
(Sharma & Ansari 1994, Dua et al 1996, Das et al 1999, Oyedele et al 2002,
Nentwig 2003, Chang et al 2006, Nerio et al 2010, Sainz et al 2012).

The results of antixenosis in untreated bags bioassay showed a limited humber of
insects enter the bags in all treatments (treated seeds and control). This delayed
entry can be explained by the fact that the bag is an efficient barrier by itself or by
the presence of maize kernels on the outside of the bag, which were placed to
prevent insects from starving to death. However, the bags treated with oil also
presented an antixenotic effect, especially in the 4% concentration as this
treatment completely prevented the entry of insects into the bags. However, the
antixenotic effect of oil gradually decreased from 5 DAI because the active
compounds of the essential oils are volatile and susceptible to photodegradation
and other external factors, such as temperature (Cloyd & Chiasson 2007,
Betancurt et al 2010). Koona et al (2007) obtained similar results when using bags
impregnated with aqueous extracts of Ch. ambrosioides and Lantana camara L.
(Verbenaceae) against Acanthoscelides obtectus Say (Coleoptera; Bruchidae) and
Callosobruchus maculatus Fabricius (Coleoptera; Bruchidae) and documented a
significant reduction in the damage caused by these insects. The treatment
consisting of bags treated with Ch. ambrosioides essential oil can be used as a
preventive measure because it does not require a direct contact of kernels with the
oil (Abate & Ampofo 1996, Koona et al 2007). However, further research is
required to determine which active compounds of essential oils and materials
contribute to the development of formulations that provide both efficacy and
residual effects (Fekadu et al 2013). The essential oil of wild Ch. ambrosioides has
antixenotic effects against adults of S. zeamais, similar to those reported in
cultivated species, acting equally on both male and female insects but with a

maximum residual effect of 72 hours. Data obtained in this research suggest that
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the use of plant compounds, such as Ch. ambrosioides essential oil, are an
potentially effective alternative to synthetic compounds, not only preventing the
damage caused by insects in stored seeds but also the adverse effects associated
with synthetic product applications. However, studies are needed to develop
formulations and combinations with other compounds in order to extend the

residual effects of essential oils.
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CONCLUSIONES GENERALES

El aceite esencial de Ch. ambrosioides silvestre tiene efecto téxico como
fumigante y por contacto sobre S. zeamais adultos.

El aceite esencial de Ch. ambrosioides silvestre tiene efecto antixenético
sobre S. zeamais adultos sin diferenciacion entre macho y hembra.

Bolsas de polipropileno tratadas con aceite esencial de Ch. ambrosioides
silvestre presentan efecto antixendético sobre S. zeamais adultos.

El aceite esencial de Ch. ambrosioides silvestre es una alternativa efectiva

para la proteccion de maiz almacenado contra S. zeamais.
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