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RESUMEN

Las plagas asociadas a cereales almacenados son un grave problema a nivel mundial, siendo
Sitophilus zeamais una de las mas dafiinas, ya que afecta a maiz, arroz y trigo entre otros. El
control de esta plaga se ha realizado fundamentalmente con fumigantes sintéticos como bromuro
de metilo y fosfuro de aluminio. Lamentablemente se han reportado problemas de intoxicaciones,
contaminacion ambiental y resistencia de la plaga, por lo que ha sido necesario investigar
alternativas de control que no presenten estos problemas. Una alternativa son los aceites
esenciales, que han presentado efecto insecticida de contacto y fumigantes e insectistatico como
repelentes. En Chile, se ha demostrado la eficacia de aceites esenciales provenientes de tres
especies nativas de la familia Monimiaceae, Laureliopsis philippiana, Laurelia semprevirens y
Peumus boldus; sin embargo, a pesar de los buenos resultados, se ha observado en diversas
especies productoras de aceite esencial comportamientos variables en el control de plagas de
acuerdo a la fenologia del arbol y periodo del afio en que se extrae el follaje. El objetivo de esta
investigacion fue evaluar, en condiciones de laboratorio, la variacion estacional de las
propiedades como insecticida de contacto, fumigante y repelente de los aceites esenciales de L.
philippiana, L. semprevirens y P. boldus contra S. zeamais.

El andlisis fitoquimico, por estacion del afio, mostré que los principales componentes de P.
boldus fueron 1-8-cineol (14,9 a 40%) y Ascaridol (24,37%), en L. sempervirens Metil-eugenol
(4,6 a 39,7%) y Safrol (38,5 a 64,7%) y en L. philippiana Safrol (17 a 39,6%) y Linalool (0,9 a
34,5%). En toxicidad por contacto, el aceite esencial de L. philippiana al 4% present6 la mayor
actividad cuando se obtuvo de follaje colectado en invierno con una mortalidad de 97,5%. En P.
boldus a la misma concentracion, se registr6 mayor toxicidad en invierno y otofio con 100% de
insectos muertos en ambas estaciones. En L. sempervirens la mayor mortalidad se observé en
verano con un 100% al 2 y 4%. Esta tendencia se repitio en la toxicidad por fumigacion, donde el
aceite esencial de L. philippiana colectado en invierno a una concentracién de 20 uL 0,15L™ de
aire registré una mortalidad de 97,5%. P. boldus a una concentracién de 10 pL 0,15L" de aire
causo 100% de mortalidad en otofio e invierno, al igual que el aceite esencial de L. sempervirens
en verano e invierno a una concentracion de 15 pL 0,15L™ de aire.

Salvo L. philippiana y P. boldus en concentraciones de 0,125 y 0,25 %, todos los tratamientos

presentaron accion repelente, resultando las concentraciones iguales o mayores a 4% las con



mayor efecto. Solamente en el aceite esencial de L. sempervirens se observé efecto estacional,
resultando més repelente el proveniente de follaje colectado en verano.

Se concluye que las propiedades insecticidas de contacto y fumigante de los aceites esenciales de
L. sempervirens, L. philippiana y P. boldus sobre S. zeamais adultos varian significativamente de
acuerdo a la estacion de colecta del follaje, variacion que para el efecto repelente solo se da en el

aceite esencial de L. sempervirens.



INTRODUCCION GENERAL
Los cereales, debido a su alto valor nutritivo y relativo bajo costo, poseen gran importancia en los
paises en vias de desarrollo. Sin embargo, se han reportado pérdidas por el ataque de insectos en
postcosecha, que fluctian entre 20 a 60% (Bashkar et al. 2011); siendo, el complejo Sitophilus
spp (Coledptera: Curculionidae) el grupo de insectos mas relevante. Estos insectos plaga causan
dafios por alimentacion directa y ovoposicion, produciendo pérdida de peso, disminucion del
valor nutritivo y estético del grano junto con una disminucion de la germinacion (Padin et al.,
2002).
El control de estas plagas, hasta la fecha, se ha resuelto parcialmente con estrategias quimicas que
presentan riesgos elevados de toxicidad y cuestionadas para exportacion de productos agricolas
tratados (Okonkwo y Okoye, 1996; Parh et al., 1998; Liu y Ho, 1999; Tapondjou et al., 2005). De
hecho, el uso de insecticidas convencionales ha derivado en el desarrollo de resistencia,
acumulacion de residuos peligrosos en el ambiente, intoxicaciones al ser humano y aumento de
los costos de produccién (White and Leesch, 1996). Actualmente, una de las pocas opciones
disponibles para la fumigacion de cereales almacenados es fosfuro de aluminio, compuesto que
ya presenta reportes de resistencia (Torres et al., 2015). Por lo anterior, existe la necesidad de
desarrollar alternativas para el control de plagas asociadas a granos almacenados (Michelraj et
al., 2006), que no tengan los efectos adversos de los insecticidas convencionales.
El uso de compuestos de origen vegetal para el control de plagas es una técnica de antigua data
(Pizarro et al., 2013), y consiste fundamentalmente en su uso como polvos, extractos o aceites
esenciales (Isman, 2006). Estos altimos, estan siendo cada vez mas aceptados como una
alternativa a los fumigantes sintéticos, fundamentalmente porque son menos peligrosos para el
ambiente (Ngono et al., 2000), ademas de que se ha demostrado su efectividad contra plagas de
productos almacenados (Betancur et al., 2010).
Los aceites esenciales derivados de plantas aromaticas son compuestos volatiles y complejos
caracterizados por tener un fuerte aroma a causa de la presencia de metabolitos secundarios
(Bakkali et al., 2008). Estos normalmente se extraen por hidrodestilacion y se caracterizan por
poseer una baja toxicidad residual (Isman, 2002). En términos bioldgicos son sustancias
lipofilicas que interfieren con el metabolismo y comportamiento de los insectos (Tripathi et al.,
2009). Kostyukovsky et al. (2002) sefialan que el modo de accion de los aceites esenciales sobre

los insectos es neurotdxico. Al respecto, Price y Berry (2006) concluyeron que eugenol, un



monoterpeno fenolico, constituyente comun de los aceites esenciales actia como un mimico o
antagonista de la octopamina, bloqueando sus receptores, lo que altera la neurofisiologia de
Periplaneta americana L. (Blattaria: Blattidae). Estos autores, ademas sefialan, que los
compuestos geraniol y citrol, también presentes comunmente en los aceites esenciales, muestran
similitudes con la estructura de la octopamina, por lo que podrian tener un efecto similiar a
eugenol. Isman (2000) indica que existe una accion selectiva de los aceites esenciales, ya que los
receptores de la octopamina no estan presentes en vertebrados, por lo que resultan seguros para
los mamiferos. Por Gltimo, segun Betancur et al. (2010) aparte del modo de accién neurotdxico,
los aceites esenciales también actian como repelentes e inhibidores de la alimentacion.

Las familias botanicas mas conocidas por su produccién de aceites esenciales son: Myrtaceae,
Lauraceae, Rutaceae, Lamiaceae, Asteraceae, Apiaceae, Cupressaceae, Poaceae, Zingiberaceae y
Piperaceae entre otras, existiendo una amplia variedad en sus componentes y concentracion
(Regnault-Roger, 1997). Estos compuestos se pueden dividir en cuatro grupos: terpenos,
derivados del benceno, hidrocarburos y otros compuestos miscelaneos (Tripathi et al. 2009).
Aunque, normalmente los monoterpenos constituyen un 90% de los aceites esenciales (Lahlou,
2004).

A pesar de que existe una gran cantidad de familias de plantas aromaticas con accion contra
insectos, la gran mayoria de las especies estudiadas son originarias de zonas semitropicales o
tropicales, por lo que no resulta factible su adaptacion y produccion en Chile. Esto Gltimo hace
necesario investigar la actividad bioldgica de las especies nativas de Chile (Pizarro et al., 2013).
A nivel nacional se han estudiado diferentes sustancias naturales con propiedades biolégicas
sobre insectos que atacan granos en postcosecha, como desechos industriales, minerales inertes y
algunas plantas aromaticas, pero solo estas Ultimas son las que han mostrado resultados
prometedores y en especial las pertenecientes a la familia Monimiaceae (Bittner et al., 2008).

La familia Monimiaceae incluye entre 150 a 220 especies de arbustos y 18 a 25 géneros de
arboles. Estas son nativas del hemisferio sur y en Chile existen tres especies: Peumus boldus
Molina (Boldo), Laurelia sempervirens (Ruiz et Pau.) Tul (Laurel) y Laureliopsis philippiana
Looser (Tepa) (Rodriguez et al., 2005); las cuales se distribuyen abundantemente en la zona
centro sur del pais.

El boldo es mundialmente conocido por sus propiedades medicinales y antioxidantes (Quezada et
al., 2004; Young et al., 2000; Russo et al., 2004; Vogel et al., 2005) y su aceite esencial ha


http://www.viarural.cl/agricultura/forestacion/especies/autoctonas/laurel/default.htm

mostrado efecto insecticida de contacto, fumigante y repelente contra S. zeamais (Betancur et al.,
2010) y A. obtectus (Bittner et al., 2008). Por otro lado, los mismos autores sefialan que el aceite
esencial de L. sempervirens presenta efecto insecticida sobre A. obtectus, mientras que Zapata y
Smagghe (2010) reportan que el aceite esencial de follaje y corteza de esta misma planta presenta
actividad como insecticida de contacto y fumigante e insectistatico como repelente contra
Tribolium castaneum (Herbst) (Coleoptera: Tenebrionidae). Igualmente Torres et al. (2015),
demostraron que el polvo de follaje de L. sempervirens muestra actividad biolégica como
insecticida de contacto, inhibidor de la reproduccion (F1) y efecto repelente sobre adultos y
estados inmaduros de S. zeamais sin afectar la germinacion de las semillas de maiz. En tanto,
sobre la actividad biolégica de L. philippiana, Ortiz et al. (2012) concluyeron que el polvo de
follaje de este arbol presenta efecto insecticida de contacto y repelente contra S. zeamais.

Aln cuando los aceites esenciales han mostrado ser eficientes insecticidas, su composicion
quimica difiere en cada extraccion a causa de factores como zona geogréfica, estacion del afio y
edad de la planta entre otros. Aunque segun Lahlou (2004) cambia mas la concentracién que el
numero de componentes. Rodriguez et al. (2003) sefialan que los insecticidas de origen vegetal
presentan variabilidad en cuanto al tipo y concentracion de sus compuestos, debido a factores
como la época del afio en que se colectan, ubicacion geografica y estado fenoldgico de la planta,
siendo uno de los mayores inconvenientes para la proteccion vegetal, el desconocimiento de la
época de colecta y edad de las hojas. Guan y Bottrell (1994) sefialan que las inconsistencias en la
efectividad del Neem (Azadirachta indica A. Juss; Meliaceae), como controlador de plagas en
campo, se deben a que las concentraciones de azaridachtina, el principal compuesto activo,
pueden diferir entre un lugar geografico y otro. Al respecto Sidhu, et al. (2003) estudiaron los
contenidos de azaridachtina a y S, de &rboles de Neem provenientes de 43 provincias de India,
encontrando incluso diferencias entre arboles provenientes de la misma provincia y
agroecosistema. En cuanto a las monimiaceas chilenas, de acuerdo a Pérez et al. (2007) solo se
conoce que las propiedades insecticidas de P. boldus sobre S. zeamais no son estables durante el
afio, siendo mayo el mes donde esta planta presenta la menor actividad entomo tdxica. Por lo que,
aun cuando se ha demostrado la accidn insecticida e insectistatica de los aceites esenciales de P.
boldus y L. sempervirens, es importante conocer las variaciones estacionales que sufren los

aceites de las tres monimiaceas nativas en cuanto a sus propiedades biocidas, para estimar la



fecha de colecta 6ptima en que el follaje tendréd la mayor concentracién de compuestos quimicos
que aporten al control de plagas de cereales almacenados.

HIPOTESIS
Las propiedades insecticidas e insectistaticas de los aceites esenciales de P. boldus, L.
sempervirens y L. philippiana contra adultos de S. zeamais varian significativamente segun la

estacion del afio en que se extrae el follaje.

OBJETIVO GENERAL
Determinar el efecto de la variacion estacional de la extraccion del follaje de P. boldus, L.
sempervirens y L. philippiana sobre las propiedades insecticidas e insectistaticas de los aceites

esenciales de estas especies contra adultos de S. zeamais.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Evaluar el efecto de la variacion estacional de la extraccion del follaje de P. boldus, L.
sempervirens y L. philippiana en las propiedades como insecticida de contacto y fumigante de
sus aceites esenciales contra S. zeamais.

- Analizar el efecto de la variacion estacional de la extraccion del follaje de P. boldus, L.
sempervirens y L. philippiana en las propiedades insectistaticas como repelente de adultos de S.

zeamais de los aceites esenciales de estas especies.
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RESUMEN
Una de las principales plagas de los cereales almacenados es Sitophilus zeamais. El objetivo del
presente trabajo fue estudiar en condiciones de laboratorio la variacién estacional de la actividad
insecticida de contacto y fumigante de los aceites esenciales de P. boldus, L. sempervirens y L.
philippiana, sobre adultos de S. zeamais. En un bioensayo de toxicidad por contacto se evaluaron
las concentraciones de 0,25; 0,5; 1; 2 y 4% y en el de fumigante: 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 uL 0,15
L aire. El disefio experimental fue completamente al azar con un arreglo factorial y cuatro
repeticiones por tratamiento. Las propiedades insecticidas de contacto y fumigante de los aceites
esenciales de L. sempervirens, L. philippiana y P. boldus sobre S. zeamais variaron

significativamente de acuerdo a la estacion de colecta del follaje. El aceite esencial de L.
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philippiana a una concentracion de 4% presentd mayor toxicidad de contacto cuando se obtuvo
de follaje colectado en invierno con una mortalidad de 97,5%. A esta misma concentracion el
aceite esencial de P. boldus registr6 mayor toxicidad en invierno y otofio con 100% de
mortalidad en ambos casos y el aceite esencial de L. sempervirens al 2% la estacion de colecta
que presentd mayor toxicidad fue verano con 100% de mortalidad. Esta misma tendencia se
observo en la toxicidad por actividad fumigante, donde el aceite esencial de L. philippiana
colectado en invierno a una concentracion de 20 pL 0,15 L™ de aire registré una mortalidad de
97,5%. P. boldus a una concentracién de 10 pL 0,15 L™ de aire registré 100% de mortalidad en
otofio e invierno, al igual que el aceite esencial de L. sempervirens cuando su follaje se colectd en
verano e invierno a una concentracion de 15 pL 0,15 L™ de aire. Se concluye que las propiedades
insecticidas de contacto y fumigante de los aceites esenciales de P. boldus, L. sempervirens y L.

philippiana varian significativamente de acuerdo a la estacion del afio.

Palabras clave: variacion estacional, propiedades insecticidas, toxicidad.

ABSTRACT
Sitophilus zeamais is one of a key pest of stored cereals is. The objective of this research was to
study, under laboratory conditions, the seasonal variation of contact and fumigant insecticidal
activity of essential oils of P. boldus, L. sempervirens and L. philippiana against adult S. zeamais.
Contact toxicity bioassays were assessed at the concentrations of 0.25, 0.5, 1, 2, and 4%. In the
case of fumigants we used the concentrations of 5, 10, 20, 25, 30, and 35 pL 0.15 L™ air. The
experimental design was completely randomly with a factorial arrangement and each treatment
had four replicates. The insecticidal contact and fumigant properties of essential oils of L.
sempervirens, L. philippina and P. boldus against S. zeamais vary significantly according to
foliage collecting season. The essential oil of L. philippiana at concentrations of 4% showed the
highest toxicity when the foliage was field-collected in Winter with a mortality of 97.5%. At the
same concentration, the essential oil of P. boldus recorded higher toxicity in Winter and Fall with
100% of mortality in both cases and essential oil of L. sempervirens at 2% the recollecting season
that showed highest toxicity was summer with 100% of mortality. This same trend was observed
in fumigant toxicity when essential oil of L. philippiana collected in Winter in a concentration of
20 pL 0.15 L™ air showing a mortality of 97.5%. P. boldus in a concentration of 10 pL 0.15 L™
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air exhibited mortality of 100% in Fall and Winter similar to essential oil of L. sempervirens
when its foliage was recollected in Winter and Summer at the concentration of 15 pL 0.15 L™ air.
We concluded that contact and fumigant insecticidal properties of essential oils of P. boldus, L.

sempervirens and L. philippiana vary significantly according to year seasons.

Key words: seasonal variation, insecticidal properties, toxicity.

INTRODUCCION

En la alimentacion humana y animal los cereales son un componente fundamental; sin embargo,
Abebe et al. (2009) sefialan que mundialmente se pierde un 30% de las cosechas por causa de los
insectos plaga, los que en seis meses pueden destruir al menos el 50% de la cosecha (Betancur et
al., 2010).

El gorgojo del maiz (Sitophilus zeamais Motschulsky) (Coleoptera: Curculionidae), es una plaga
cosmopolita considerada como primaria de los cereales almacenados. El ataque de esta especie se
origina en el campo, pudiendo ocasionar la destruccion completa de los granos almacenados si en
postcosecha no se toman medidas de control (Pizarro et al., 2013). El principal dafio es causado
por el adulto y la larva al alimentarse del endosperma de la semilla, ademas que su respiracion
aumenta la temperatura y permite el ingreso de plagas secundarias u hongos (Larrain, 1994).
Actualmente se utilizan insecticidas sintéticos para contrarrestar el ataque de estos insectos plaga
(Huang y Subramanyam, 2005), siendo los mas recurrentes insecticidas de contacto como
organofosforados o piretroides y fumigantes como bromuro de metilo o fosfuro de aluminio.
Pero, estos compuestos han presentado residuos peligrosos en semillas, han producido
intoxicacion de usuarios y consumidores, contaminacion del ambiente y desarrollo de resistencia
(White and Leesch, 1996). En el caso especifico de los fumigantes, Budnik et al. (2012) sefialan
que el bromuro de metilo, utilizado para la proteccion de semillas, se encuentra prohibido en
varios paises por afectar la capa de ozono y ademas la exposicion a este compuesto podria
asociarse a efectos genotdxicos en linfocitos y células orofaringeas (Calvert et al. 1998). Silva et
al. (2005) ademas sefialan que algunos de estos compuestos son de alto costo, por lo que es

importante buscar alternativas de control que con la misma eficacia que los sintéticos, no
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presenten estos problemas, como son los insecticidas vegetales (Roel e Vendramim, 2006).
Dentro de estos Santiago et al. (2014) indican que los aceites esenciales, que estan formados por
una mezcla de compuestos volatiles de diversa naturaleza quimica, han demostrado poseer
actividad bioldgica como fumigante y repelente. Segun Pandey et al. (2011), los aceites
esenciales tienen un modo de accién neurotdxico, bloqueando los receptores de la octopamina, un
neurotransmisor que participa en la regulacion del movimiento, metabolismo, frecuencia cardiaca
y comportamiento del insecto. Ademas como este neurotransmisor no se encuentra en
vertebrados, los aceites esenciales tienen accion selectiva no afectando a mamiferos (Isman,
2000).

Entre las plantas aromaticas que han mostrado resultados prometedores para el control de plagas
de postcosecha destacan las de la familia Monimiaceae (Bittner et al., 2008), de las cuales existen
tres especies nativas de Chile: Laurelia sempervirens (Ruiz et Pau.) Tul (Laurel), Peumus boldus
Molina (Boldo) y Laureliopsis philippiana Looser (Tepa) (Rodriguez et al., 2005). Bittner et al.
(2008) y Zapata y Smagghe (2010) sefialan que el aceite esencial de L. sempervirens presenta
efecto insecticida sobre A. obtectus y Tribolium castaneum (Herbst) (Coleoptera: Tenebrionidae)
respectivamente. Ademas, se ha reportado efecto insecticida de contacto y fumigante del aceite
esencial de P. boldus contra S. zeamais y A. obtectus (Bittner et al., 2008, Betancur et al., 2010).
Igualmente Ortiz et al (2012), sefialan que el polvo de hojas deshidratadas de L. philippiana
presenta toxicidad de contacto y efecto repelente sobre S. zeamais. Aun cuando los resultados son
prometedores, segun Rodriguez et al. (2003), los insecticidas de origen vegetal presentan
variabilidad en cuanto al tipo, nimero y concentracién de sus compuestos quimicos, debido a
factores como estado fenoldgico y estacion del afio en que se extrae la materia prima, entre otros.
De hecho Pérez et al. (2007) sefialan que, las propiedades insecticidas del polvo de hojas de P.
boldus no son estables durante el afio siendo mayo el mes con la menor actividad insecticida. Por
todo lo antes expuesto, el objetivo de la presente investigacion fue evaluar, en condiciones de
laboratorio, la variacion estacional de las propiedades insecticidas de contacto y fumigante del
aceite esencial de P. boldus, L. sempervirens y L. phliippiana contra adultos de S. zeamais.

MATERIALES Y METODOS
La investigacion se llevo a cabo en el Laboratorio de Entomologia de la Facultad de Agronomia

de la Universidad de Concepcion, Campus Chillan, Region del Biobio, Chile.
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Material vegetal

Se recolectaron hojas de P. boldus y L. sempervirens en la zona de Los Lleugues (36°51'18"S,
71°38'34"W, 286 msnm) provincia de Nuble, Region del Bio-Bio, Chile y de L. philippiana en la
provincia de Maullin (41°41°S, 73°25"W, 28 msnm), Region de Los Lagos. Se recolectd en estas
zonas debido a que estan libres de polucion y estudios preliminares de Ortiz et al. (2012) y Pérez
et al. (2007) mostraron resultados prometedores con material vegetal colectado en estos sectores.
El follaje se colectd durante todas las estaciones del afio: otofio, invierno, primavera y verano,
siempre en el mismo grupo de arboles, que se marcaron con estacas para facilitar su ubicacion.
La obtencion del follaje se realizd de acuerdo al criterio de Vogel et al. (1997) consistente en
colectar a una altura constante del arbol y de los cuatro puntos cardinales. El follaje extraido, para
corroborar su identificacion botanica, se compar6é con muestras depositadas en el herbario de la
Facultad de Agronomia de la Universidad de Concepcion campus Chillan, Chile. El follaje se
deshidraté en un horno de conveccidn forzada a 40+5 °C por 72 h y luego el aceite esencial se
obtuvo por hidrodestilacion mediante arrastre de vapor en un aparato tipo Clevenger por 3 h (Chu
et al. 2011). Luego, para eliminar los residuos de agua del aceite esencial se mezclé con sulfato
de sodio anhidrido en un embudo de decantacion y se almacend en frascos de vidrio &mbar a 4+1

°C en un refrigerador.

Insectos.

Se colectaron ejemplares de S. zeamais de cereales infestados y desechados en el mercado de
frutas y hortalizas de Chillan. En laboratorio estos se mantuvieron en frascos de vidrio de 1 L
con maiz (Zea mays L.) CV Dekalb DK440, como sustrato alimenticio y en condiciones
controladas de 25+1 °C de temperatura, humedad relativa de 655 % y 12:12 h luz:oscuridad de
fotofase en una camara bioclimatica (IPS 749, Memmert Gmbh, Schwabach, Germany). La
confirmacion taxonomica de los insectos se realizo con un analisis morfologico comparandolos
con la coleccion de referencia del Departamento de Zoologia de la Facultad de Recursos

Naturales y Oceanograficos de la Universidad de Concepcion.
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Toxicidad por contacto

Se utilizo el procedimiento de Obeng-Oferi et al. (1998), que consistié en aplicar una solucion de
aceite esencial diluida en 1 mL de acetona en un frasco de 400 mL con 100g de maiz, el cual se
agito por 15 s para que la solucién cubriera uniformemente los granos. Posteriormente el frasco
se dejo por 2 h a temperatura ambiente (20 £ 5°C) para que la acetona se evaporara. Transcurrido
este periodo los frascos se infestaron con 10 parejas de insectos adultos de 48 h de edad. Las
unidades experimentales se almacenaron en una camara bioclimatica en las mismas condiciones
que la cria de insectos y la mortalidad se evalud a las 24, 48 y 72 h y 7 y 15 dias despues de la
infestacion (DDI). Las concentraciones evaluadas fueron 0,25, 0,5, 1, 2 y 4 % (v/p) y cada
tratamiento tuvo cuatro repeticiones, siendo el testigo un frasco con maiz infestado con insectos y
mezclado con 1 mL de acetona. El porcentaje de mortalidad se corrigio con la formula de Abbott
(Abbott, 1925).

Toxicidad por fumigacion

La toxicidad por fumigacién se evalud con el bioensayo descrito por Huang y Subramanyam
(2005), utilizando como camara de fumigacion un frasco de plastico de 150 mL de volumen
(0,15 L). El frasco contenia 20 g de maiz infestado con 15 insectos adultos sin diferenciacion de
sexos. Los aceites esenciales se aplicaron, con una micropipeta, sobre discos de papel filtro
Whatman N ° 10 (Whatman, Maidstone, Kent, Reino Unido) de 5,5 cm de diametro pegados en
la cara interna de las tapas de los frascos. Ademas, el lado interno superior del frasco se
impregnd con vaselina para prevenir el contacto directo de los insectos con el aceite. La
mortalidad se evalud a los 5 DDI. Se evaluaron concentraciones de aceite esencial de 5, 10, 15,
20, 25, 30 y 35 pL 0,15 L™ aire por disco de papel filtro. Cada tratamiento tuvo cuatro
repeticiones y el testigo consistio en el papel filtro sin impregnar con aceite esencial. El

porcentaje de mortalidad se corrigi6 con la formula de Abbott (Abbott, 1925).

Disefio experimental y anélisis estadistico

Se utilizé un disefio experimental completamente al azar con un arreglo factorial de 4*5 (cuatro
estaciones del afio y cinco concentraciones de aceite esencial) para el bioensayo de toxicidad por
contacto y de 4*7 (cuatro estaciones del afio y siete concentraciones de aceite esencial) para el

bioensayo de actividad fumigante. Los datos se analizaron con el software InfoStat®, mediante
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pruebas de Shapiro-Wilk para la comprobacion de los supuestos de normalidad y homogeneidad
de las varianzas y se llevo a cabo un analisis de varianza (ANOVA) con un 5% de significancia
(0=0,05). Posteriormente los valores de mortalidad por contacto con grano tratado y efecto

fumigante se sometieron a un analisis de varianza no paramétrico de Kruskal Wallis.

RESULTADOS Y DISCUSION
Toxicidad por contacto
En el bioensayo de contacto con grano tratado, solo las concentraciones de 2 y 4% superaron el
50% de mortalidad. En el caso del aceite esencial de L. philippiana al 2% se observo, en general,
una baja toxicidad (Figura 1A), presentandose solamente un incremento en el tiempo en la
obtenida de follaje colectado en invierno, que alcanzo a los 15 DDI un 22,5 % de mortalidad. En
P. boldus al 2%, sélo el aceite proveniente de material colectado en invierno presento un alza
significativa en la mortalidad, llegando a un 58,75% a los 15 DDI (Figura 1C). En esta
concentracion solo se observo efecto derribante en L. sempervirens, ya que en los aceites
provenientes de hojas colectadas en verano e invierno a los 7 DDI se obtuvo un 100 y 92,17% de
mortalidad respectivamente (Figura 1B).
En las concentraciones de 2y 4% de aceite esencial de L. philippiana, sélo el aceite proveniente
de follaje colectado en invierno presentd toxicidad sobre el 90% a los 15 DDI (97,5%) (Figura
2A). El aceite esencial de L. sempervirens mostrd efecto derribante en todas las épocas de
extraccion de material bioldgico, aungque en verano e invierno, a las 48 y 72 horas presenté un
100% de mortalidad, lo que en otofio y primavera se produjo a los 7 DDI (Figura 2B). Finalmente
en P. boldus, s6lo los aceites provenientes de material vegetal colectado en invierno y otofio
presentaron efecto derribante, llegando a 100% de mortalidad a los 7 DDI (Figura 2C). Por lo
anterior, se puede sefialar que de los tres aceites esenciales estudiados el que presenté un mayor
efecto derribante fue L. sempervirens, seguido de P. boldus y L. philippiana, siendo este ultimo el
con menor efecto.
La alta actividad de contacto obtenida en L. sempervirens concuerda con Torres et al. (2014),
quienes alcanzaron una mortalidad de 100% de adultos de S. zeamais con concentraciones
similares o superiores a 10 mL de aceite esencial kg™ de grano. Ademas Betancur et al. (2010)
sefialan que a una concentracion de 4% de aceite esencial de P. boldus se obtiene un 80%

insectos muertos, valor inferior al de L. sempervirens a la misma concentracion. En cuanto al
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menor efecto de contacto presentado por el aceite esencial de L. philippiana, Bittner et al. (2008)
obtuvieron una mortalidad inferior a 20% con aceite esencial de este arbol, lo que es incluso
menor a los resultados de esta investigacion. Igualmente al analizar estudios previos con polvo de
follaje de L. serpervirens, Torres et al. (2015) reportaron una mortalidad de 100% a una
concentracion de 0,5%, que fue superior a P. boldus y L. philippiana, con las cuales Silva et al.
(2003 a y b) y Ortiz et al. (2012), obtuvieron 90% de insectos muertos con concentraciones
iguales o superiores a 1,0% (p/p). Los promisorios resultados obtenidos con el aceite esencial de
L. sempervirens se pueden deber a su alto contenido de safrol, que fluctia entre 38,5% en otofio a
64,7% en primavera. L. philippiana posee entre un 17,0% en verano a un 39,6% en primavera de
este compuesto, mientras que P. boldus solo registra 1,5% en primavera (Ortiz et al., 2016).
Niemeyer y Teillier (2007), Bittner et al. (2008) y Montenegro et al. (2012) también identificaron
a safrol como el principal constituyente del aceite esencial de L. sempervirens, el cual, segln
Huang et al. (2002) tiene actividad biolégica como insecticida de contacto contra S. zeamais. Por
tanto, los resultados obtenidos sumados a los antecedentes previos indican que L. sempervirens
constituye una mejor opcion que P. boldus y L. philippiana como insecticida de contacto, ya que
por su mayor toxicidad y efecto derribante requiere una menor cantidad de material vegetal,
afectando en menor grado la densidad natural de la planta.

Al evaluar mortalidad a los 15 DDI se observa que salvo en L. philippiana colectada en
primavera en todos los restantes bioensayos se incrementd la mortalidad significativamente al
aumentar la concentracion del aceite esencial (Cuadros 1 a 3). Esto concuerda con Popovic et al.
(2006) y Bittner et al. (2008), quienes indican que con todos los aceites esenciales utilizados en el
control de plagas de granos almacenados, la mortalidad se incrementa a medida que el tiempo de
exposicion o la concentracion aumentan. En los tres aceites esenciales se observo efecto
significativo de la época de colecta de follaje sobre la toxicidad por contacto. En L. philippiana a
las concentraciones de 2 y 4%, el aceite esencial cuyas hojas se extrajeron en invierno resulté
significativamente mas toxico (22,5 y 97,5% de mortalidad respectivamente), que el de otofio
(1,3%) y verano (1,3%) para la concentracion de 2% y que primavera (32,2%) y verano (35,4%)
para 4%. Los tratamientos de primavera al 2% y otofio al 4% no resultaron significativamente
diferentes que los con menor mortalidad, por lo que no fueron considerados para el analisis
posterior (Cuadro 1). En L. sempervirens solo con la concentracion de 2% se encontro efecto

estacional significativo, obteniéndose mayor mortalidad (100%) en el aceite cuyas hojas se
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extrajeron en verano. El aceite de otofio y primavera mostrd6 52,0 y 47,7% de mortalidad
respectivamente. Sin embargo, aunque el aceite de invierno resulté altamente toxico (94,7%), no
hubo diferencia significativa con el de otofio, por lo que no se considerd para el analisis. A la
concentracion de 4% no hubo diferencia estacional, ya que debido al efecto derribante de este
aceite esencial (Figura 2B), en todas las estaciones de colecta se obtuvo un 100% de mortalidad a
los 15 DDI. Finalmente, el aceite esencial de P. boldus al 2% de hojas que se extrajeron en
invierno resulté significativamente mas toxico (58,8% de mortalidad), que el de primavera
(6,6%) y verano (1,3%). Ademas, el de otofio a pesar de tener una toxicidad mayor (26,0%), no
fue significativamente diferente al de primavera y verano. En 4% los aceites provenientes de
hojas colectadas en invierno y otofio mostraron mayor mortalidad (100%) que el aceite cuyas
hojas se extrajeron en verano (57,7%) y aun cuando el aceite de primavera alcanz6 una alta
toxicidad (83,6%), no hubo diferencia significativa con respecto al de verano. Estos resultados
coinciden con Pérez et al. (2007), quienes reportaron variacion estacional en la actividad de
contacto del polvo de P. boldus. La tendencia observada para L. philippiana podria explicarse en
el alto porcentaje de safrol reportado en invierno (32,6%) (Ortiz et al., 2016), al que Bittner et al.
(2009) y Montenegro et al. (2012) atribuyen su actividad insecticida. Segun Huang et al. (1999),
safrol ha mostrado actividad insecticida contra S. zeamais y T. castaneum y de acuerdo a Zapata
et al. (2010) contra Acyrthosiphon pisum (Harris) (Homoptera: Aphididae). En el caso de L.
sempervirens los resultados de variacion estacional coinciden con el analisis fitoquimico
reportado por Ortiz et al. (2016), en que este aceite presenta un alto contenido de safrol en verano
(58,0%) y aun cuando no supera el 3%, en la misma estacion hay una concentracion
proporcionalmente mayor de (E)- germacreno D (2,3%) en comparacién a las otras. Por tanto,
Safrol sumado a (E)-germacreno D eventualmente podrian ser los causantes de la actividad de
contacto en el aceite esencial de L. sempervirens cuando su follaje se colecta en verano.

En cuanto a P. boldus, los resultados coinciden con Pérez et al. (2007), quienes reportaron una
mortalidad superior al 98%, en el mes de julio con la concentracion de 0,5% con polvo de hojas
de esta especie. Esto se puede explicar en que el compuesto predominante de este aceite esencial
fue 1-8-cineol, principalmente en invierno (40,0%) y otofio (35,4%) (Ortiz et al., 2016), lo que
concuerda con Vogel et al. (2005), quienes determinaron que los valores maximos de compuestos
activos en P. boldus se obtienen en julio y por Niemeyer y Teillier (2007) y Urzua et al., (2010),

quienes concluyeron que uno de los compuestos que se encuentra en mayor concentracion en P.
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boldus es 1,8-cineol, al cual Lee et al. (2001 y 2004), le confieren gran potencial como
insecticida para granos almacenados. Por tanto, es muy probable que 1-8-cineol sea el causante

de la alta toxicidad de contacto expresada en el aceite esencial de P. boldus en otofio e invierno.

Actividad fumigante

La toxicidad como fumigante de los tres aceites esenciales evaluados fue significativamente
mayor en la medida que aumento la concentracion (Cuadros 4, 5y 6).

En L. philippiana, la mayor toxicidad se observo con el aceite esencial de Invierno, ya que con
una concentracién de 25 pL 0,15 L™ de aire se registr6 100% de mortalidad, seguido del de
primavera y otofio que alcanzaron una mortalidad de 98,3% a una concentracion de 30 pL 0,15 L
! de aire. El menos toxico fue el aceite de verano que tuvo un 95% de insectos muertos a una
concentracion de 35 pL 0,15 L™ de aire (Cuadro 4). En L. sempervirens la mayor toxicidad fue
del aceite esencial proveniente de hojas colectadas en invierno, en el que con una concentracion
de 15 pL 0,15 L™ de aire se logré un 100% de mortalidad, mientras en primavera, verano y otofio
esta mortalidad se alcanzé a una concentracion de 20 pL 0,15 L™ de aire (Cuadro 5). Finalmente,
en P. boldus se observaron valores de mortalidad altos con bajas concentraciones, ya que en
otofio y primavera se llegé a 100% de insectos muertos con 10 pL 0,15 L™ de aire, mientras en
primavera y verano se alcanzé con 15 pL 0,15 L™ de aire (Cuadro 6).

Los resultados obtenidos en L. philippiana no coinciden con Ortiz et al. (2012), quienes sefialan
que el polvo de hojas de esta especie no tiene propiedades fumigantes, ya que todas las
concentraciones evaluadas mostraron 0% de mortalidad de S. zeamais. Sin embargo, esto en parte
se podria explicar por la menor actividad fumigante de este aceite en relacion a los dos restantes.
Para el caso de L. sempervirens los resultados tampoco coinciden con lo reportado por Torres et
al. (2014), en que la mayor mortalidad de este aceite esencial fue de 72,5% en el tratamiento de
175 pL L™ de aire que equivale a una concentracién aproximada de 25 pL 0,15 L™ de aire, la que
en el presente ensayo registré una mortalidad de 100% junto con que, segun estos mismos autores
ese tratamiento fue significativamente méas toXico que otras concentraciones que no excedieron
del 5% de insectos muertos. Torres et al. (2015) reportan también que la toxicidad como
fumigante del polvo de L. sempervirens no super6 el 40% de mortalidad. Finalmente en P. boldus
los resultados coinciden con Betancur et al. (2010) quienes reportaron accion fumigante de este

aceite esencial con 100% de mortalidad en concentraciones superiores a 20 pL 0,15 L™ de aire,
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aun cuando en el presente ensayo se reportd mortalidad de 100% con dosis de 10 y 15 uL 0,15 L°
! de aire. Para P. boldus, Pizarro et al. (2013) reportaron 100% de mortalidad con una
concentracion de 2,0% (p/p), no superando el 30% de mortalidad con las concentraciones
menores junto con que Nufiez et al. (2010) reportaron una mortalidad de 33,3; 46,6 y 31,6% a las
concentraciones de 0,5; 1, y 2% (p/p) respectivamente. La disparidad de antecedentes recopilados
se puede deber a que en los ensayos anteriores se evalud la mortalidad a las 24 horas, en cambio
en el presente estudio se hizo a los 5 DDI, sumado a que probablemente el efecto fumigante del
aceite esencial sea mayor que el del polvo de estas especies, ya que segun Isman (2000) y Pandey
et al. (2011), en los aceites esenciales el efecto fumigante 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. Por todo lo anterior se puede inferir que los
tres aceites esenciales presentan condiciones prometedoras como fumigantes, pero especialmente
P. boldus y L. sempervirens, que con las menores concentraciones evaluadas de aceite esencial
registraron efecto fumigante significativo.

Al comparar entre estaciones, en el aceite esencial de L. phililppiana se observaron diferencias
significativas en la toxicidad como fumigante en las concentraciones de 15, 20 y 25 L 0,15 L™
de aire, siendo més toxico el aceite esencial proveniente de follaje colectado en invierno, con
mortalidad de 52,5; 97,5 y 100% respectivamente. En el aceite de follaje colectado en
primavera se observé que con concentraciones de 20 y 25 pL 0,15 L™ de aire se obtiene una
toxicidad de 59,25 y 94,87% respectivamente, aungue sin diferencia significativa con las otras
estaciones (Cuadro 4). Esto podria deberse al alto porcentaje de safrol reportado por Ortiz et al.
(2016) en estas estaciones (32,63% en invierno y 39,56% en primavera), a cuya accion Bittner
et al. (2009) y Montenegro et al. (2012) atribuyen actividad fumigante. Este compuesto, de
acuerdo con Huang et al. (1999) ha mostrado toxicidad fumigante contra S. zeamais y T.
castaneum y segun Zapata et al. (2010) contra A. pisum. En las concentraciones de 30 y 35 L
0,15 L™ de aire no se observé diferencia estadistica para la toxicidad entre estaciones de colecta,
ya que todas presentaron una alta mortalidad. Por todo lo anterior la opcion mas eficiente es el
aceite esencial de L. philippiana proveniente de follaje colectado en invierno y a una
concentracion de 20 pL 0,15 L™ de aire.

En cuanto al aceite esencial de L. sempervirens, al comparar entre estaciones se observé

interaccion significativa en las concentraciones de 10 y 15 pL 0,15 L™ de aire. En la primera
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result6 méas toxico el aceite esencial proveniente de follaje colectado en verano con una
mortalidad de 55,0%, que los colectados en primavera (10%) y otofio (12,8%) ya que en el caso
del colectado en invierno (30,6%), este no presentd diferencia significativa con el de verano ni
con los de primavera y otofio, por lo que no se considerd en el analisis posterior. A la
concentracion de 15 pL 0,15 L™ de aire resultaron més toxicos los aceites esenciales provenientes
de follaje colectado en verano (97,5%) e invierno (100%), que los de primavera (57,5%) y otofio
(43,6%). Segun el analisis fitoquimico (Ortiz et al. 2016) este aceite presenta un alto contenido de
safrol en invierno (59,1%) y verano (58,0%), el cual ya se menciond como responsable de su
efecto fumigante; ademas de una cantidad considerablemente mayor de (E)-germacreno D en
verano (2,3%) que en las otras estaciones, lo que coincide con los resultados de mayor actividad
fumigante observados. Al respecto Torres et al. (2015); Niemeyer y Teillier (2007); Bittner et al.
(2008) y Zapata y Smagghe (2010) coinciden en que la alta toxicidad de L. sempervirens
probablemente se debe a que su aceite esencial posee un alto contenido de safrol. Sin embargo,
(E)-germacreno D es el principal constituyente del aceite esencial de Annona cherimola Mill
(Annonaceae), el cual es un efectivo insecticida contra larvas y adultos de Aedes aegypti (L.)
(Ramirez et al., 2012) y segun Bekele y Hassanali (2001) usualmente existe un sinergismo entre
los componentes de los aceites esenciales, por lo que su uso para control de insectos en forma de
aceite seria mas eficiente que su principal compuesto aislado. Por tanto, Safrol sumado a (E)-
germacreno D podrian ser los causantes del efecto fumigante en el aceite esencial de L.
sempervirens cuando su follaje se colecta en verano.

En las concentraciones iguales o superiores a 20 pL 0,15 L™ de aire no se observé diferencia
estadistica de la toxicidad entre estaciones de colecta, ya que todas presentaron una mortalidad
cercana o igual a 100% (Cuadro 5). Por todo lo anterior, el tratamiento mas eficaz es el aceite
esencial de L. sempervirens a una concentracién de 15 pL 0,15 L™ de aire cuyas hojas se
colectaron en verano e invierno.

Al comparar entre estaciones de colecta en el aceite esencial de P. boldus se observoé interaccion
significativa en las concentraciones de 5y 10 pL 0,15 L™ de aire, resultando en el caso de 5 pL
0,15 L™ de aire mas toxico el aceite esencial proveniente de follaje colectado en otofio con una
mortalidad de 82,5%, que los colectados en primavera (7,5%) y verano (17,5%). En el caso del
colectado en invierno (75%), aunque no presentd diferencia significativa con el de otofio,

tampoco tuvo diferencia estadistica con el de verano, por lo que no se considerd en el analisis.
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A la concentracion de 10 uL 0,15 L™ de aire resulté mas téxico el aceite esencial proveniente de
follaje colectado en otofio (100%) e invierno (100%), que los colectados en primavera (62,5%)
y verano (72,5%). Segun Ortiz et al. (2016), el analisis fitoquimico determiné que el principal
compuesto encontrado en el aceite esencial de P. boldus fue 1-8-cineol, coincidentemente en
otofio (35,4%) e invierno (40,0%). Esto concuerda con lo reportado por Vogel et al. (2005),
Niemeyer y Teillier (2007) y Urzla et al., (2010), quienes analizaron la composicion del aceite
esencial de P. boldus encontrando que uno de los compuestos que se encuentra en mayor
concentracion es 1,8-cineol, al cual Lee et al. (2001 y 2004), le confieren gran potencial como
insecticida fumigante para el control de plagas de cereales almacenados. Este compuesto
también estd presente en el aceite esencial de Rosmarinus officinalis L., Eucalyptus blakelyi
Maiden y Melaleuca fulgens R. Br., entre otros, los que tienen accion fumigante contra
Tetranychus urticae Koch (Miresmailli et al., 2006), Sitophilus oryzae L., T. castaneum y
Rizopertha dominica F. (Lee et al., 2003). Por tanto, es muy probable que 1-8-cineol sea el
causante de la alta toxicidad como fumigante expresada en el aceite esencial de P. boldus en
otofio e invierno. Con concentraciones iguales o superiores a 15 pL 0,15 L™ de aire no se
observo diferencia estadistica de toxicidad entre estaciones de colecta, ya que todas presentaron
una mortalidad de 100% (Cuadro 6). Por todo lo anterior, el tratamiento mas eficiente es el
aceite esencial P. boldus a una concentracién de 10 pL 0,15 L™ de aire cuyas hojas se

colectaron en otofio e invierno.

CONCLUSIONES
Las propiedades insecticidas de contacto y fumigante de los aceites esenciales de L.
sempervirens, L. philippiana y P. boldus sobre S. zeamais varian de acuerdo a la estacion de
colecta del follaje. El aceite esencial de L. philippiana presenta mayor toxicidad de contacto/
fumigante cuando se obtiene de follaje colectado en invierno, P. boldus en otofio e invierno y L.

sempervirens en verano.
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Figura 1. Mortalidad por contacto con grano tratado a las 24, 48, 72 h 'y 7 y 15 dias después de la
infestacion de tres aceites esenciales al 2% sobre S. zeamais adultos. A.- L. philippiana, B.- L.
sempervirens y C.- P. boldus.
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Figura 2. Mortalidad por contacto con grano tratado a las 24, 48, 72 h y 7 y 15 dias después de la

infestacion de tres aceites esenciales al 4% sobre S. zeamais adultos. A.- L. philippiana, B.- L.
sempervirens y C.- P. boldus.
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Cuadro 1. Mortalidad por contacto con grano tratado con aceite esencial de L. philippiana sobre
S. zeamais adultos a los 15 dias después de la infestacion.

Estacion
Otofio Invierno Primavera Verano
Concentracion Mortalidad

(%) (%)
0,25 1,25 Ab* 10,00 Ab 1,25 Aa 0,00Ab
0,5 0,00 Bb 6,25 Ab 11,25 Aa 0,00 Bb
1,0 1,25 Ab 8,75 Ab 7,83 Aa 0,00 Ab
2,0 1,25 Bb 22,50 Aab 11,51 ABa 1,32 Bb
4,0 70,15 ABa 97,50 Aa 32,17 Ba 35,38 Ba

*Prueba de Kruskal Wallis. Dentro de la misma fila, los valores con la misma letra mayuscula y
dentro de la misma columna, los valores con la misma letra minuscula no son significativamente

diferentes entre si (p>0,05).

Cuadro 2. Mortalidad por contacto con grano tratado con aceite esencial de L. sempervirens sobre
S. zeamais adultos a los 15 dias después de la infestacion.

Estacion
Otofio Invierno Primavera Verano
Concentracion Mortalidad

(%) (%)
0,25 0,00 Ac* 0,00 Ac 3,75 Ac 2,50 Ab
0,5 0,00 Ac 0,00 Ac 1,25 Ac 1,25 Ab
1,0 3,75 Abc 9,02 Abc 9,31 Abc 26,25 Aab
2,0 51,99 BCab 94,73 ABab 47,68 Cab 100,00 Aa
4,0 100,00 Aa 100,00 Aa 100,00 Aa 100,00 Aa

*Prueba de Kruskal Wallis. Dentro de la misma fila, los valores con la misma letra mayuscula y
dentro de la misma columna, los valores con la misma letra minuscula no son significativamente

diferentes entre si (p>0,05).
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Cuadro 3. Mortalidad por contacto con grano tratado con aceite esencial de P. boldus sobre S.
zeamais adultos a los 15 dias después de la infestacion.

Estacion
Otofio Invierno Primavera Verano
Concentracion Mortalidad

(%) (%)
0,25 0,00 Ac* 5,00 Ac 6,58 Ab 1,25 Ab
0,5 1,25 Bbc 21,58 Abc 2,63 ABDb 6,25 ABb
1,0 1,32 Bbc 13,95 Abc 0,00 Bb 5,00 ABb
2,0 26,02 ABab 58,75 Aab 6,58 Bab 1,25 Bb
4,0 100,00 Aa 100,00 Aa 83,59 ABa 57,70 Ba

*Prueba de Kruskal Wallis. Dentro de la misma fila, los valores con la misma letra mayuscula y
dentro de la misma columna, los valores con la misma letra minuscula no son significativamente

diferentes entre si (p>0,05).
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Cuadro 4. Mortalidad de S. zeamais adultos por actividad fumigante de

philippiana a los 5 dias después de la infestacion.

aceite esencial de L

Estacion
Otofio Invierno Primavera Verano
Concentracion Mortalidad
(UL 0,15 L™ de (%)
aire)
5 1,75 Ac* 2,50 Ac 0,00 Ac 10,00 Ac
10 1,75 Ac 30,00 Ac 6,50 Ac 7,50 Ac
15 10,25 Bbc 52,50 Abc 31,88 ABbc 32,50 ABbc
20 30,00 Babc 97,50 Aab 59,25 ABabc 40,00 Babc
25 76,50 Bab 100,00 Aa 94,87 ABab 62,50 Bab
30 98,25 Aa 97,50 Aab 98,25 Aa 80,00 Aab
35 78,75 Aa 97,50 Aab 100,00 Aa 95,00 Aa

*Prueba de Kruskal Wallis. Dentro de la misma fila, los valores con la misma letra mayuscula y

dentro de la misma columna, los valores con la misma letra minuscula no son significativamente

diferentes entre si (p>0,05).
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Cuadro 5. Mortalidad de S. zeamais adulto por actividad fumigante de aceite esencial de L.

sempervirens a los 5 dias después de la infestacion.

Estacion
Otofio Invierno Primavera Verano
Concentracion Mortalidad
(UL 0,15 L™ de (%)
aire)
5 15,28 Ab* 2,50 Ab 10,00 Ab 12,50 Ac
10 12,78 Bb 30,56 ABb 10,00 Bb 55,00 Abc
15 43,61 Bab 100,00 Aa 57,50 Bab 97,50 Aab
20 87,50 Aa 100,00 Aa 97,50 Aa 100,00 Aa
25 100,00 Aa 100,00 Aa 100,00 Aa 100,00 Aa
30 100,00 Aa 100,00 Aa 100,00 Aa 100,00 Aa
35 97,22 Aa 100,00 Aa 100,00 Aa 100,00 Aa

*Prueba de Kruskal Wallis. Dentro de la misma fila, los valores con la misma letra mayuscula y

dentro de

la misma columna,

los valores con

significativamente diferentes entre si (p>0,05).

la misma

letra mindscula no son
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Cuadro 6. Mortalidad de S. zeamais adultos por actividad fumigante de aceite esencial de P.

boldus a los 5 dias después de la infestacion.

Estacion
Otofio Invierno Primavera Verano
Concentracion Mortalidad
(ML 0,15 L1 de
aire)
5 82,50 Ab* 75,00 ABb 7,50 Cc 17,50 BCb
10 100,00 Aa 100,00 Aa 62,50 Bbc 72,50 Bb
15 100,00 Aa 100,00 Aa 100,00 Aa 100,00 Aa
20 100,00 Aa 100,00 Aa 100,00Aa 100,00 Aa
25 100,00 Aa 100,00 Aa 100,00 Aa 100,00 Aa
30 100,00 Aa 100,00 Aa 100,00 Aa 100,00 Aa
35 100,00 Aa 100,00 Aa 100,00 Aa 100,00 Aa

*Prueba de Kruskal Wallis. Dentro de la misma fila, los valores con la misma letra mayuscula y

dentro de

la misma columna,

los valores con

significativamente diferentes entre si (p>0,05).

la misma

letra mindscula no son
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CAPITULO I

VARIACION ESTACIONAL DE LA REPELENCIA DE LOS ACEITES ESENCIALES
DE Peumus boldus Molina, Laurelia sempervirens Tul Y Laureliopsis philippiana Looser
(MONIMIACEAE) SOBRE Sitophilus zeamais Motschulsky

SEASONAL VARIATION OF REPELLENCY OF ESSETIAL OILS OF Peumus boldus
Molina, Laurelia sempervirens Tul AND Laureliopsis philippiana Looser (MONIMIACEAE)
AGAINST Sitophilus zeamais Motschulsky
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Departamento de Produccién Vegetal, Facultad de Agronomia, Universidad de Concepcién,
Vicente Méndez 595, Chillén, Chile.
®programa de Entomologia y Acarologia. Colegio de Postgraduados. Km 36,5 Carretera Federal.
México-Texcoco. Montecillo. Estado de México. México.
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Articulo enviado a la revista Chilean Journal of Agricultural and Animal Science

RESUMEN
Sitophilus zeamais, es una plaga primaria de los cereales almacenados y su control se realiza
principalmente con insecticidas sintéticos, lo que provoca efectos negativos en el ambiente y
riesgo de desarrollo de resistencia. Una alternativa de control son los insecticidas vegetales entre
los que destacan los aceites esenciales. En Chile, los mejores resultados se han obtenido con
Peumus boldus, Laurelia sempervirens y Laureliopsis philippiana. Sin embargo, se desconoce el
efecto de la estacionalidad sobre su actividad insectistatica, por lo que el objetivo fue evaluar, en
laboratorio, la actividad repelente de estos tres aceites esenciales sobre S. zeamais. El analisis
fitoquimico por estacién del afio mostro que los principales componentes de P. boldus fueron 1-
8-cineol (14,9 a 40%) y Ascaridol (24,37%). A su vez, en L. sempervirens destacaron Metil-
eugenol (4,6 a 39,7%) y Safrol (38,5 a 64,7%). En L. philippiana los principales constituyentes
fueron Safrol (17 a 39,6%) y Linalool (0,9 a 34,5%). Salvo L. philippiana y P. boldus en
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concentraciones de 0,125 y 0,25 %, todos los tratamientos presentaron accion repelente,
resultando las concentraciones iguales o mayores a 4% las con mayor actividad. Solo en el aceite
esencial de L. sempervirens se observé efecto estacional, resultando mas repelente el proveniente
de follaje colectado en verano. Al no existir efecto estacional para los aceites esenciales de P.
boldus y L. philippiana se concluye que estos tienen perspectivas promisorias para el control de
plagas de los granos almacenados durante todo el afio.

Palabras clave: antixenosis, insecticidas vegetales, gorgojo del maiz, terpenos.

ABSTRACT
Sitophilus zeamais is a important pest of stored cereals, and its control is usually performed with
synthetic insecticides which cause negative effects on the environment and risk of development
of resistance. The use of botanical insecticides among them, the essential oils is a viable
alternative. In Chile the best results have been obtained with Peumus boldus, Laurelia
sempervirens and Laureliopsis philippiana. However, it is unknown the effect of seasonality on
its insectistatic activity so that the objective was to assess, under laboratory conditions, the
repellent activity of these three essential oils against S. zeamais. The phytochemicla analysis by
season showed that main components of P. boldus were 1-8-cineole (14.9 to 40%) and
Ascaridole (24.37%). At the same time in L. sempervirens highlighted Methyl-eugenole (4.6 to
39.7%) and Safrole (38.5 to 64.7%). In L. philippiana the principal constituents were Safrole (17
to 39.6%) and Linalool (0.9 to 34.5%). Except for L. philippiana and Peumus boldus in
concentrations of 0.125 and 0.25% all treatments showed repellency resulting concentrations
similar or supirior to 4% were with more activity. Only the essential oil of L. sempervirens was
observed a seasonal effect resulting in more repellent the essential oil from summer foliage. The
absence of seasonal effect in the essential oils of P. boldus and L. philippiana we concluded that

these have perspectives to stored grains pest control during all year.

Key words: antixenosis, botanical insecticides, maize weevil, terpenoids
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INTRODUCCION

El gorgojo del maiz (Sitophilus zeamais Motschulsky; Coleoptera; Curculionidae) es considerado
mundialmente como plaga primaria de los cereales en postcosecha. Este insecto es capaz de
infestar los cereales antes de la cosecha y si en el almacenaje no se toman medidas de control, en
seis meses, puede causar la completa destruccion de los granos (Tefera et al. 2011). El principal
dafio lo provocan adultos y larvas al alimentarse del endosperma de la semilla. Ademas, su
respiracion provoca aumento de la temperatura y permite el ataque de plagas secundarias u
hongos (Larrain, 1994).

El método de control méas recurrido para insectos plaga de los granos almacenados son los
insecticidas sintéticos. Sin embargo, S. zeamais ya cuenta con reportes de resistencia a
insecticidas organofosforados (Evans, 1985; Pérez-Mendoza, 1999), piretroides (Ribeiro et al.
2003) y a fosfuro de aluminio (Pimentel et al. 2009), lo que ha incentivado la busqueda de
métodos alternativos de control, como son los productos naturales. Entre estos se destacan los
insecticidas de origen vegetal (Roel y Vendramim, 2006) pero, la gran mayoria de plantas
conocidas por estas propiedades no se encuentran en Chile, por lo que se hace necesario
investigar si especies nativas presentan este tipo de actividad biologica (Pizarro et al. 2013).
Bittner et al. (2008) sefialan que las plantas aromaticas son las que han mostrado los mejores
resultados, en especial las de la familia Monimiaceae. En Chile, esta familia presenta solo tres
especies nativas: Peumus boldus Molina (Boldo), Laurelia sempervirens (Ruiz et Pau.) Tul
(Laurel) y Laureliopsis philippiana Looser (Tepa) (Rodriguez et al. 2005). En relacion a estas
Betancur et al. (2010) y Bittner et al. (2008), han reportado efecto insecticida de contacto y
fumigante ademas de actividad repelente del aceite esencial de P. boldus contra S. zeamais y A.
obtectus. Bittner et al. (2008) y Zapata y Smagghe (2010) sefialan que el aceite esencial de L.
sempervirens presenta efecto insecticida fumigante sobre A. obtectus, y Tribolium castaneum
(Herbst) (Coleoptera: Tenebrionidae), respectivamente. A pesar de que no existen estudios sobre
la accion toxica del aceite esencial de L. philippiana, Ortiz et al. (2012) sefialan que el polvo de
hojas deshidratadas de esta planta presenta toxicidad de contacto y repelencia sobre S. zeamais.

El efecto repelente de una sustancia se debe a un efecto de antixenosis, la cual es una respuesta
defensiva, fisica o quimica, de las plantas contra los herbivoros que se activa directamente o a
distancia reduciendo la posibilidad de una plaga para utilizar la planta como hospedero para vivir,

oviponer o alimentarse (Fancelli et al. 2005, Castro et al. 2011). En los sistemas quimicos de
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antixenosis estan involucrados metabolitos secundarios (Nerio et al. 2010), los cuales segln
Rodriguez et al. (2003) evitan que el insecto responda positivamente al estimulo olfativo,
afectando el encuentro y reconocimiento del hospedero y por tanto causando la repelencia. Sin
embargo, a pesar de los alentadores resultados, los insecticidas de origen vegetal presentan
variabilidad en cuanto al tipo, nimero y concentracién de sus compuestos quimicos (Rodriguez et
al. 2003), debido fundamentalmente a factores como época del afio, ubicacion geogréfica y
estado fenoldgico del material colectado. Por tanto, el objetivo de la presente investigacion fue
evaluar el efecto de la variacion estacional en las propiedades como repelente del aceite esencial
de P. boldus, L. sempervirens y L. philippiana sobre adultos de S. zeamais, en condiciones de
laboratorio.

MATERIALES Y METODOS
La investigacion se realizo en el Laboratorio de Entomologia de la Facultad de Agronomia de la
Universidad de Concepcidn, Campus Chillan, Regién del Biobio, Chile.

Insectos

Los ejemplares de S. zeamais se colectaron de cereales desechados por los vendedores del
mercado de frutas y hortalizas de Chillan y se mantuvieron en frascos de vidrio de 1 L con maiz
(Zea mays L.) Dekalb Cv DK 440, como sustrato alimenticio, en condiciones controladas de
251 °C de temperatura, humedad relativa de 655 % y 12:12 h luz:oscuridad de fotofase en
una cdmara bioclimatica (IPS 749, Memmert Gmbh, Schwabach, Germany). La identificacion
taxondmica de los insectos se confirmé por andlisis morfolégico utilizando la coleccién de
referencia del Departamento de Zoologia de la Facultad de Recursos Naturales vy

Oceanogréficos de la Universidad de Concepcion.

Material vegetal

El follaje de P. boldus y L. sempervirens se obtuvo en la zona de Los Lleuques (36°51'18"S,
71°38'34"W, 286 msnm) provincia de Nuble, Region del Bio-Bio, Chile, mientras que L.
philippiana se colecto en la provincia de Maullin (41°41°S, 73°25"W, 28 msnm), Regién de Los
Lagos. La colecta se realizo en estas zonas debido a que estan libres de polucién y estudios

preliminares de Ortiz et al. (2012) y Pérez et al. (2007) mostraron resultados prometedores con
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material vegetal colectado en estos sectores. La extraccion de follaje se realizd de acuerdo al
criterio de Vogel et al. (1997) consistente en colectar a una altura constante del arbol y de los
cuatro puntos cardinales. Las hojas se colectaron durante un afio, abarcando todas las estaciones:
otofio, invierno, primavera y verano y siempre en el mismo grupo de arboles, que se marcaron
con estacas para facilitar su ubicacion. La identificacion boténica se corrobord por analisis
anatémico, comparandolo con muestras depositadas en el herbario de la Facultad de Agronomia
de la Universidad de Concepcion, campus Chillan, Chile. En laboratorio, el material se
deshidratd en un horno de conveccién forzada (Memmert Gmbh, UNB 500, Schwabach,
Germany) a 40+5 °C por 72 h. Una vez deshidratado el follaje, el aceite esencial se obtuvo por
hidrodestilacion mediante arrastre de vapor en un aparato tipo Clevenger por 3 h (Chu et al.,
2011). Finalmente, se eliminaron los residuos de agua del aceite esencial con sulfato de sodio
anhidrido y luego se almacend en frascos de vidrio ambar a 4+1 °C en un refrigerador.

El andlisis fitoquimico de los aceites esenciales de cada estacion se realiz6 en el Laboratorio de
Farmacognosia de la Facultad de Farmacia de la Universidad de Concepcion a través de
cromatografia de gases acoplada con espectometria de masas (GC-MS) utilizando un

cromatografo de alta resolucion (HPGC -MS, Hewlett Packard series 11 5890).

Repelencia

La repelencia se evalu6 con la metodologia de Mazzonetto y Vendramim (2003) con
modificaciones. La unidad experimental consistié en una “arena de libre eleccion” formada por
cinco placas Petri plasticas de 5 cm de didmetro estando una placa central conectada a las otras
cuatro a través de tubos plasticos de 10 cm de longitud y 0,5 cm de diametro formando una “X”.
En las placas periféricas se colocaron 20 g de maiz, pero solo en dos placas simétricamente
opuestas se colocé maiz impregnado con las concentraciones de aceite esencial a evaluar. A
continuacion, en la placa central se liberaron 50 insectos adultos sin diferenciacion de sexo de 48
h de edad. La unidad experimental se mantuvo en una camara biocliméatica por 24 h a una
temperatura de 25 £ 1 °C y transcurrido este tiempo se contabilizaron los insectos presentes en
cada placa. Luego, con estos resultados se calculé el indice de repelencia (IR) de Mazzonetto y
Vendramim (2003) que clasifica un tratamiento como neutro si el indice es igual a 1, atrayente si
es mayor a 1 y repelente si es menor a 1. Aunque, para calificar de manera mas precisa los

tratamientos considerados repelentes, se elabord una escala que los categoriza desde sin
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repelencia hasta con repelencia muy alta (Cuadro 1). Las concentraciones evaluadas fueron
0,125; 0,25; 0,5; 1; 2; 4 y 8 % de aceite esencial en 1 mL de acetona. Cada tratamiento tuvo
cuatro repeticiones y en cada repeticion los tratamientos se rotaron aleatoriamente para evitar

interferencias de factores externos como luz o temperatura.

Disefio experimental y anélisis estadistico

El disefio experimental fue completamente al azar con un arreglo factorial de 4x7 (cuatro
estaciones del afio y siete concentraciones de aceite esencial). Los datos se analizaron con el
software InfoStat® y para que los resultados obtenidos siguieran una tendencia normal, estos se
transformaron con la formula (X+0,5)>° (Gémez y Gémez, 1984). Luego se realizé un anélisis
de varianza (ANDEVA) para evaluar el efecto de los tratamientos y en aquellos casos en que se
observo diferencia significativa (p< 0,05), se realiz6 una prueba de comparacion de medias de

Tukey con una significancia de un 5%.

RESULTADOS Y DISCUSION

El analisis fitoquimico determiné que el principal compuesto del aceite esencial de P. boldus fue
1-8-cineol (35,4% otofio; 40,0% invierno; 14,9% primavera y 32,3% verano), seguido de
Ascaridol (24,4%) aunque este solo se encontrd en primavera (Cuadro 2). En el aceite esencial de
L. sempervirens no se detectd Ascaridol y 1-8-cineol s6lo se registré en otofio y primavera en
concentraciones inferiores a 2%. Los compuestos en mayor concentracion fueron Metil-eugenol
(39,7% otorio; 28,5% invierno; 14,6% primavera y 20,5% verano) y Safrol (38,5% otofio; 59,1%
invierno; 64,7% primavera y 58,0% verano). Este Gltimo metabolito secundario también se
encontré en concentraciones significativas en L. philippiana (29,9% otofio; 32,6% invierno;
39,6% primavera y 17,0% verano), pero a la vez se reportd la presencia de linalool en alta
proporcion (29,8% otofio; 27,4% invierno; 34,5% primavera y 0,9% verano) (Cuadro 2).

En cuanto a la actividad repelente con los tres aceites esenciales evaluados se observo la
tendencia de que la repelencia aumenta cuando se incrementa la concentracion, obteniéndose un
efecto significativamente mayor con concentraciones iguales o superiores a 4%. Las
concentraciones entre 0,125 y 2 % resultaron ser neutras o con repelencia débil, y aunque con la
concentracion de 2% en los aceites provenientes de las cuatro estaciones del afio se obtuvo

repelencia moderada (0,51-0,75) (Cuadro 1) estos no presentaron diferencia estadistica con
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concentraciones menores con indices de repelencia cercanos o superiores a 1 (Cuadro 3). Estos
resultados coinciden con Ortiz et al. (2012), en que a pesar de que todas las concentraciones de
polvo de L. philippiana resultaron repelentes, las mayores concentraciones tuvieron un indice
menor, demostrando mayor efecto que las dosis mas bajas. Por otra parte Zapata y Smagghe
(2010) evaluaron el aceite esencial de hojas y corteza de L. sempervirens obteniendo una fuerte
repelencia sobre T. castaneum. Los resultados también concuerdan con Pizarro et al. (2013),
Cruzat et al. (2009) y Nufiez et al. (2010), quienes concluyeron que si bien todas las
concentraciones de polvo de P. boldus presentan efecto repelente, con las mayores se obtiene un
mayor efecto. Sin embargo, Pizarro et al. (2013) sefialan que incluso las concentraciones méas
bajas de polvo (0,125; 0,25 y 0,5% (p/p)) son capaces de mantener al insecto alejado del grano
evitando posibles reinfestaciones, lo que no ocurrié con el aceite esencial, ya que con esta para
tener un efecto repelente significativo fue necesario utilizar al menos una concentracion de 4%.
La diferencia entre estos antecedentes y el presente estudio, es que en esta investigacion se
analizaron estadisticamente los datos pudiéndose discriminar entre concentraciones,
encontrandose que aun cuando con tratamientos inferiores a 4% se observé repelencia moderada,
estos no presentaron diferencia significativa con concentraciones que no provocaron repelencia.
Por tanto, es recomendable utilizar aceite esencial de L. philippiana, L. sempervirens o P. boldus
en concentraciones no inferiores a 4% para conseguir una repelencia significativa.

La actividad repelente obtenida en L. sempervirens y L. philippiana se puede deber al alto
contenido de Safrol y Metil-eugenol y en L. philippiana de Safrol potenciado con Linalool. Al
respecto Torres et al. (2015), Niemeyer y Teillier (2007), Bittner et al. (2008) y Zapata y
Smagghe (2010) también sefialan que la actividad bioldgica de L. sempervirens probablemente se
debe a que su aceite esencial posee un alto contenido de Safrol. Ademas segun Ngoh et al.
(1998), indican que Safrol es un repelente poderoso contra ninfas de Periplaneta americana (L.)
(Blattodea: Blattidae). Sobre Metil-eugenol, presente abundantemente en L. sempervirens, no
existen mayores antecedentes pero Wu et al. (2015) sefialan que el aceite esencial de Liriope
muscari Bailey, que presenta un 42.2% de Metil-eugenol, posee una fuerte repelencia contra
Lasioderma serricorne (Fabricius) (Coleoptera: Anobiidae), Liposcelis bostrychophila Badonnel
(Psocoptera: Liposcelididae) y T. castaneum. Igualmente Ngoh et al. (1998) sefiala que Metil-
eugenol presenta propiedades repelentes contra ninfas de P. americana pero menores a las de
Safrol.
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En el caso de L. philippiana, Safrol se podria potenciar con Linalool, el cual individualmente ha
mostrado efecto repelente contra Aedes aegypti (Diptera: Culicidae) (Muller et al. 2009), S.
zeamais (Cansian et al. 2015), Plutella xylostella (L.) (Lepidoptera: Plutellidae) (Mao-xin et al.
2004) y Lycorma delicatula (White) (Hemiptera: Fulgoridae) (Yoon et al 2011).

En cuanto a la actividad repelente de P. boldus, sélo predomind el compuesto 1-8 cineol en todas
las estaciones, ya que ascaridol se encuentra presente Unicamente en el aceite cuyo material
vegetal se colectd en primavera, por lo que es probable que no sea determinante en su actividad
disuasiva. Sobre 1-8 cineol como compuesto individual, Obeng-Ofori et al. (1997) reportaron
actividad repelente contra S. zeamai y S. granarius, mientras Klocke et al. (1987) encontraron
repelencia sobre A. aegypti. Como componente predominante de un aceite esencial se reportd
efecto contra S. zeamais (Ukeh et al. 2009), Culex pipiens molestus (Diptera: Culicidae)
(Traboulsi et al. 2005), Neotoxoptera formosana (Takahashi) (Homoptera:Aphididae) (Hori and
Komatsu, 1997) y T. castaneum (Wang et al 2006).

Unicamente L. sempervirens registré interaccion significativa entre la estacionalidad y la
concentracion, observandose diferencias estadisticas entre el aceite esencial extraido en verano en
las concentraciones de 2 y 4% con los restantes tratamientos y estaciones del afio (Cuadro 4).
Estas dos concentraciones registraron un indice de repelencia cercano a 0, lo que de acuerdo al
cuadro 1 implica una repelencia muy alta. La repelencia obtenida con 8% aunque también
muestra actividad el efecto es significativamente menor que 2 y 4%. Esto podria deberse a un
efecto de saturacion en los sentidos de S. zeamais lo cual le hace tener un comportamiento
erratico y ademas Franzios et al. (1997) indican que la toxicidad de los aceites esenciales no
siempre presenta una relacion lineal con la concentracion de los principales componentes. Con
respecto a los aceites esenciales de L. sempervirens extraidos en otofio, primavera e invierno, en
estas mismas concentraciones, registraron indices de repelencia cercanos a 1 correspondientes a
una repelencia débil. En los tratamientos de 0,125 a 1%, no se observé diferencia estadistica en
los valores del indice de repelencia para las diferentes estaciones del afio en que se extrajo follaje,
fluctuando entre 0,64 y 1,22, que implica repelencia moderada a nula. En el caso de 8%, a pesar
de que en todas las estaciones de extraccion se obtuvo un indice de repelencia igual o menor a
0,5, que corresponde a repelencia alta, no se observo diferencia estadistica entre estaciones
(Cuadro 3). Los resultados concuerdan con Torres et al. (2015), quienes concluyeron que aunque

no se encontraron diferencias estadisticas entre tratamientos, las mayores concentraciones de
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polvo de L. sempervirens presentaron mayor efecto repelente. Igualmente Torres et al. (2014)
tampoco reportaron diferencias al evaluar la repelencia de diferentes concentraciones de aceite
esencial de L. sempervirens sobre S. zeamais, aunque no se indica la época de extraccion. Por
tanto, los resultados obtenidos con los aceites de las diferentes estaciones corroboran la
importancia que tiene el especificar la época de colecta del follaje para obtener un efecto
repelente significativo del aceite esencial de L. sempervirens. Sin embargo, aunque la tendencia
obtenida en los resultados indica que con las concentraciones méas altas no es significativa la
temporada de colecta del follaje, lo ideal es utilizar la menor concentracién posible, por lo que la
mejor alternativa corresponde a aceite esencial a una concentracion de 2% y extraido de follaje
colectado en verano. Este resultado es relevante para los productores de cereales de la zona sur de
Chile donde L. sempervirens es mas abundante que P. boldus, junto con que el periodo de
cosecha de cereales corresponde a fines de verano coincidiendo en que el follaje de L.
sempervirens produce el aceite esencial con mayor efecto repelente. Ademas, los costos serian
menores, ya que no seré necesario almacenar hojas o aceite esencial y por 1o mismo no se perdera
actividad biologica, pues segun Betancurt et al. (2010) el efecto antixendtico de los aceites
esenciales disminuye gradualmente en el tiempo por volatilidad y fotodegradacion.

Una explicacion a la variacion estacional obtenida en L. sempervirens se puede inferir al
observar el andlisis fitoquimico en el cual se encontraron diferencias en las concentraciones y
namero de los compuestos de acuerdo a la época de extraccion del follaje (Cuadro 2). Ademas de
Safrol y Metil-eugenol, los cuales estan en altas concentraciones, se observo que hay dos
compuestos que presentan diferencias al comparar el aceite proveniente de material extraido en
verano con el resto de las estaciones: isoterpinoleno (1,46% en verano, 0,13% en otofio, 0% en
invierno y 0,1% en primavera) y (E)-germacreno D (2,31% en verano, 1,01% en otofio, 0,72% en
invierno y 0,95% en primavera). Al respecto, Ramirez et al. (2012) demostraron que el aceite
esencial obtenido de hojas de Annona cherimola Mill (Annonaceae), que es un efectivo
insecticida y repelente de larvas y adultos de Aedes aegypti L. es rico en sesquiterpenos, siendo
germacreno D su principal constituyente. Nerio et al. (2010), sefialan que los compuestos
volatiles de los aceites esenciales forman una barrera que disuade a los insectos a entrar en
contacto con la superficie tratada, existiendo segin Bekele y Hassanali (2001) un sinergismo
entre los componentes de los aceites esenciales, por lo que su uso para control de insectos en

forma de aceite esencial seria mas eficiente que su principal compuesto aislado. Por tanto, Safrol
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sumado a isoterpinoleno y (E)-germacreno D podrian ser los causantes del efecto repelente
significativamente mayor observado en el aceite esencial de L. sempervirens cuando su follaje se
colecta en verano. Por tanto, los resultados anteriores permiten afirmar que el aceite esencial de
verano de L. sempervirens a una concentracion de 2% presenta un efecto repelente clasificado
segun la escala de referencia (Cuadro 1) como muy alto.

En los bioensayos con aceite esencial de L. philippiana y P. boldus no se encontr6 diferencia
significativa del efecto repelente entre estaciones, resultando todos los tratamientos con indices
de repelencia entre 0,66 y 0,84; clasificandose como con repelencia moderada a débil (Cuadro 5).
Por tanto, al no haber diferencia en la época de extraccion del follaje, este se puede obtener en
cualquier momento del afio. Sin embargo, el analisis estadistico confirmé que tanto para el aceite
esencial de L. philippiana como de P. boldus si hay diferencia significativa en la concentracién
en que se emplea el aceite esencial siendo significativamente mayores las concentraciones iguales
0 superiores a 2%. Todo lo anterior proyecta a los aceites esenciales de L. sempervirens, L.
philippiana y P. boldus como potenciales repelentes de insectos de postcosecha aunque es

recomendable su posterior validacion en condiciones de bodega.

CONCLUSIONES
Los resultados obtenidos permiten concluir que existe efecto estacional sélo en la actividad
repelente del aceite esencial de L.sempervirens, siendo el proveniente de follaje colectado en
verano el que presenta la mayor repelencia contra adultos de S. zeamais. Este efecto no se

presenta en los aceites esenciales de L. philippiana y P. boldus.
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Cuadro 1. Escala de intensidad de repelencia de acuerdo a valores obtenidos con el indice de
Mazzonetto y Vendramin (2003).

Valor indice de repelencia (IR)* Categoria
>1,0 Sin repelencia
0,76-0,99 Repelencia débil
0,51- 0,75 Repelencia moderada
0,26- 0,50 Repelencia alta
0,0- 0,25 Repelencia muy alta

*Indice de repelencia (IR)= 2G/ (G+P), donde G= porcentaje de insectos de cada tratamiento y

P= porcentaje de insectos en el testigo.
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Cuadro 2. Principales constituyentes de los aceites esenciales de L. sempervirens, L. philippiana y P. boldus desde follaje

colectado en Otofio, Invierno, Primavera y Verano determinado por Cromatografia de gases y Espectrometria de masas.

Concentracion (%)

Laurelia sempervirens

Laureliopsis philippiana

Peumus boldus

Componentes Otofio  Invierno  Primavera  Verano | Otofio Invierno  Primavera  Verano | Otofio Invierno  Primavera  Verano
(%)

1-8-cineol 0,19 - 1,47 - 9,69 9,21 8,28 - 3539 39,96 14,85 32,3
Isoterpinoleno 0,13 - 0,10 1,46 - - - 0,12 0,29 18,26 - 14,5
Terpineol 0,48 - 0,10 - 3,59 3,56 3,32 0,44 2,55 3,84 2,14 6,56
Terpinen-4-ol 0,13 - 0,10 0,13 | 0,54 - - 0,13 2,55 4,54 3,37 3,57
g-Terpineno 3,73 2,31 0,03 3,38 - - 0,14 4,49 - - 3,94 7,34
p-Cimene 0,54 - 0,25 0,33 1,15 1,40 0,07 0,77 8,68 8,46 0,21 7,60
Methyl-eugenol | 39,74 28,49 14,64 20,54 | 8,30 8,12 4,47 61,38 | 1,08 0,33 0,46 0,19
Safrol 38,47 59,11 64,70 57,98 | 29,87 32,63 39,56 17,04 - - 1,45 -
Linalool 0,97 0,61 9,91 0,68 |29,79 27,39 34,45 0,85 - - - 0,86
(E)-germacreno 1,01 0,72 0,95 2,31 0,92 0,89 0,84 2,54 - - 0,45 0,18
B-Tujene 6,61 4,56 0,23 - - - 0,04 - - - 0,32 -
Ascaridol - - - - - - - - - - 24,37 -
Trans-b-ocymen - - - - - - - - - - 12,87 -
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Cuadro 3. Efecto de la concentracion sobre la repelencia de los aceites esenciales de L.

sempervirens, L. philippiana y P. boldus contra adultos de S. zeamais.

Especie

L. philippiana

P. boldus

L.sempervirens

Concentracion (%)

indice de repelencia

indice de repelencia

indice de

(IR)* (IR)* repelencia (IR)*

0,125 1,10a 1,01a 0,96 a
0,25 1,05ab 1,05a 0,93a
0,5 0,83 ab 0,82a 0,91 ab
1,0 0,78 ab 1,10 a 0,88 ab
2,0 0,60 bc 0,72a 0,65 bc
4,0 0,26 c 0,32b 0,60c
8,0 0,23c 0,18 b 0,38¢c
CV(%)* 18,51 15,62 11,53

*Indice de repelencia (IR)= 2G/ (G+P), donde G= porcentaje de insectos de cada

tratamiento y P= porcentaje de insectos en el testigo.
Dentro de la misma columna, los valores con la misma letra mindscula no son
significativamente diferentes entre si (Tukey, p<0,05). *Coeficiente de variacion.

55



Cuadro 4. Efecto repelente del aceite esencial de L. sempervirens sobre adultos de S.

zeamais.
Estacion Otofio Invierno Primavera Verano
Concentracion indice de repelencia (IR)*
0,125 0,70 Aab 1,22 Aa 0,91 Aa 1,03 Aa
0,25 0,90 Aa 1,20 Aa 0,98 Aa 0,64 Aab
0,5 0,90 Aa 1,03 Aa 0,95 Aa 0,74 Aab
1,0 0,78 Aab 0,97 Aab 0,85 Aa 0,93 Aab
2,0 0,80 Aab 0,83 Aab 0,98 Aa 0,00 Bc
4,0 0,76 Aab 0,71 Aab 0,85 Aa 0,07 Bc
8,0 0,27 Ab 0,40 Ab 0,50 Aa 0,36 Abc

*[ndice de repelencia (IR)= 2G/ (G+P), donde G= porcentaje de insectos de cada
tratamiento y P= porcentaje de insectos en el testigo.

Dentro de la misma fila, los valores con la misma letra mayuscula y dentro de la misma
columna, los valores con la misma letra minascula no son significativamente diferentes
entre si (Tukey, p<0,05). Coeficiente de variacion= 11,53%.

Cuadro 5. Efecto de la estacionalidad sobre la repelencia contra adultos de S. zeamais en la
extraccion de follaje de los aceites esenciales de L. philippianay P. boldus.

Especie L. philippiana P. boldus
Estacion indice de repelencia (IR)* indice de repelencia (IR)*
Otofio 0,78 a 0,66 a
Invierno 0,63 a 0,84 a
Primavera 0,62 a 0,76 a
Verano 0,73 a 0,71a
CV(%)* 18,51 15,62

*Indice de repelencia (IR)= 2G/ (G+P), donde G= porcentaje de insectos de cada
tratamiento y P= porcentaje de insectos en el testigo.

Dentro de la misma columna, los valores con la misma letra minuscula no son
significativamente diferentes entre si (Tukey, p<0,05). *Coeficiente de variacion.
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CONCLUSIONES GENERALES

1.- Las propiedades insecticidas de contacto y fumigante de los aceites esenciales de
L. sempervirens, L. philippiana y P. boldus sobre S. zeamais varian significativamente de

acuerdo a la estacion del afio en que se haya realizado la colecta del follaje.
2.- El aceite esencial de L. philippiana presenta mayor toxicidad de contacto/
fumigante cuando se obtiene de follaje colectado en invierno, mientras que P. boldus en

otofio e invierno y L. sempervirens en verano.

3.- La repelencia de los aceites esenciales de L. philippiana y P. boldus no se ve

afectada por la estacionalidad.

4.- El aceite esencial de L. sempervirens presenta mayor efecto fumigante cuando se

obtiene de follaje colectado en verano.
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