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RESUMEN

Los cereales como el trigo (Triticum aestivum L.), arroz (Oryza sativa L.) y maiz
(Zea mays L.) son una importante parte de la dieta de humanos y animales domésticos. A
nivel mundial entre el 5y 15% del total de los granos cosechados se pierde a causa de los
insectos plaga. Usualmente el control de plagas asociadas a granos almacenados es
realizado con insecticidas de contacto como clorpirifos 0o malation y fumigantes como
bromuro de metilo y fosfuro de aluminio. Sin embargo, su uso irracional han producido
efectos adversos como presencia de residuos, intoxicaciones de usuarios y consumidores y
desarrollo de resistencia. Sin embargo, su uso irracional ha producido efectos adversos
como presencia de residuos, intoxicaciones de usuarios y consumidores y desarrollo de
resistencia. Por tanto, se requieren alternativas que sin perder eficacia no presenten los
problemas antes mencionados. Una de las alternativas son los compuestos vegetales que
han sido utilizados para el control de insectos y &caros desde muy antigua data como
polvos, extractos o aceites esenciales siendo estos Ultimos los que presentan un mayor
potencial para el control de plagas de los granos almacenados. El objetivo de la presente
investigacion fue evaluar, en condiciones de laboratorio, la actividad insecticida de
contacto y fumigante e insectistatica como repelente de los aceites esenciales de P. boldus,
L. sempervirens y L. philippiana, solos y en combinacion, contra adultos de S. zeamais.

En la toxicidad por fumigacion la evaluacién de los aceites esenciales de manera
individual la mayor toxicidad se observd en P. boldus cuyo aceite a partir de la
concentracion de 100 pL aceite esencial L™ aire superard el 80% de mortalidad. En los
tratamientos de mezclas en proporcién de 1:1 y 1:20 se observo un efecto de potenciacion
ya que todos presentaron valores de ICA superiores a 1. En los bioensayos de toxicidad por
contacto en las mezclas en proporciones de 1:1 el mayor porcentaje de insectos muertos se
obtuvo con las concentraciones de 200 y 400 mL aceite esencial kg cereal y solo el
tratamiento L. sempervirens + L. philippiana con un ICA de 0.74 mostré efecto antagonico.
En las proporciones de 1:10 y 1:20 se obtuvo la misma tendencia observandose que todas
las combinaciones son antagonistas para L. sempervirens y L. philippiana mientras que
para P. boldus todas presentan potenciacion. Finalmente, en los estudios del efecto
insectistatico como repelente todos los tratamientos evaluados mostraron actividad
repelente ya que presentaron un IR<1. En los aceites evaluados individualmente, el mayor
efecto de repelencia se obtuvo con las concentraciones de 4.0 y 8.0%. El aceite esencial de
L. philippiana alcanzé 90% de insectos repelidos (IR<0.25). En las proporciones de 1:1 y
1:10, el efecto repelente aumentd ya que los tratamientos de 2.0, 4.0 y 8.0% tuvieron
valores del IR equivalentes al 90%. En la proporcion 1:20 el efecto repelente disminuyé y
solamente en los tratamientos al 8.0% se alcanz6 el 90% de efectividad. Los resultados
obtenidos en la presente investigacion permiten concluir que la mezcla del aceite esencial
de P. boldus con L. philippiana en proporciones de 1:1, 1:10 y 1:20 potencian la actividad
insecticida como fumigante de ambas especies mientras que los aceites esenciales de L.
sempervirens y L. philippiana en proporciones de 1:1 potencian la accion insecticida de
contacto de ambos en comparacién a utilizarlos individualmente. Ademas, la mezcla de los
aceites esenciales de P. boldus, L. sempervirens y L. philippiana en proporciones 1:1y 1:10
potencia el efecto repelente sobre S. zeamais.



INTRODUCCION

Los cereales como el trigo (Triticum aestivum L.), arroz (Oryza sativa L.) y maiz
(Zea mays L.) entre otros son una importante parte de la dieta de humanos y animales
domeésticos (Sode et al. 1995). A nivel mundial entre el 5y 15% del total de los granos
cosechados se pierde a causa de los insectos plaga (Tipathi y Upadhyay, 2009). En Chile
cerca de 60 especies de insectos estan asociadas a cereales almacenados pero las consideras
como las mas importantes son el gorgojo del maiz (Sitophilus zeamais Motschulsky;
Coleoptera: Curculionidae), el gorgojo del arroz (Sitophilus oryzae L.) y la polilla de los
cereales (Ephestia kuehniella Zeller; Lepidoptera: Pyralidae) (Arias y Dell "Orto, 1983;
Larrain, 1994).

El dafio a los cereales por parte de los insectos consiste en que larvas y adultos se
alimentan del endosperma de la semilla y aunque la infestacién puede comenzar en campo
los mayores dafios se producen en condiciones de bodega. Las pérdidas por efecto de los
insectos son amplias y mayoritariamente afectan la calidad el grano manifestandose en
aspectos como pérdida de peso, lo que causa descuentos en su precio al momento de la
comercializacion, y reduccion en la concentracién de nutrientes (White, 1995). De hecho, la
sola presencia de insectos en el grano es considerada como una pérdida de calidad y de ahi
que el umbral para considerar a una semilla como infestada son dos insectos vivos por
kilogramo (Hagstrum y Flinn, 1996) por lo que las medidas de control deben ser altamente
eficaces.

Los insecticidas sintéticos han sido considerados como el medio mas eficaz para el
control de insectos plaga (Huang y Subramanyam, 2005). Sin embargo, su uso irracional
han producido efectos adversos como presencia de residuos, intoxicaciones de usuarios y
consumidores y desarrollo de resistencia (Roel y Vendramim, 2006). Usualmente el control
de plagas asociadas a granos almacenados es realizado con insecticidas de contacto como
clorpirifos o malation y fumigantes como bromuro de metilo y fosfuro de aluminio
(Pretheep-Kumar et al. 2010).

Los fumigantes juegan un rol muy importante en el control de plagas de los granos
almacenados no solo por su amplio espectro de control sino también por su facilidad de
penetracién en los cereales, tanto a granel como ensacados dejando un minimo de residuos
(Zetler y Arthurm, 2000). EI bromuro de metilo se utiliza como fumigante en instalaciones
de almacenaje para el control de insectos en frutas y cereales ademéas de tratamientos
cuarentenarios. Este fumigante actla de manera rapida controlando insectos en menos de
48 horas en instalaciones cerradas, tiene amplio espectro de accion y controla no solo
insectos sino que también algunos nematodos y fitopatdgenos (Fields y White, 2002). Este
compuesto se prohibi6 el 2005, excepto para fines cuarentenarios, debido a que es uno de
los causantes de la disminucion de la capa de ozono (Shaaya y Kostjukovsky, 2009). En
consecuencia, los productores de cereales lo reemplazaron por fosfuro de aluminio y
aunque el mercado estaba inicialmente renuente a aceptar este compuesto por temor a los
residuos que pudiese dejar ha sido el tratamiento estandar durante la Gltima década. Sin
embargo, en los Gltimos afios la industria ha comenzado a experimentar fallas de control
con este fumigante y ante la falta de otra alternativa se ha producido un incremento
sostenido en las dosis utilizadas (Guedes et al. 2006). Esto ultimo ha hecho que cada vez
sean mas frecuentes los reportes de casos de insectos resistentes (Chaudhry, 2000). De
acuerdo a Pretheep-Kumar et al. (2010) la resistencia a fosfuro de aluminio se ha reportado



en al menos 11 especies de insectos asociados a cereales almacenados en 45 paises
diferentes.

Los cada vez mas comunes reportes de resistencia, los residuos en alimentos, la
contaminacion de recursos naturales como agua y suelo junto con la demanda de los
consumidores por productos libres de residuos (Piesik y Wenda-Piesik, 2015) han hecho
necesaria la busqueda de otras opciones de control que presenten la misma efectividad pero
sin los problemas antes mencionados. Una de las alternativas son los compuestos vegetales
que han sido utilizados para el control de insectos y acaros desde muy antigua data como
polvos, extractos o aceites esenciales siendo estos ultimos los que presentan un mayor
potencial para el control de plagas de los granos almacenados (Regnault-Roger, 1997).

Los aceites esenciales son usualmente obtenidos por destilacion por arrastre de
vapor de plantas aromaticas y son utilizadas mayoritariamente en la industria de las
fragancias y aromas, la industria culinaria y mas recientemente en la medicina alternativa
(Koul et al. 2008). Estos aceites son lipofilicos e interfieren con el metabolismo, fisiologia
y comportamiento de los insectos (Tripathi et al. 2009). Normalmente disponibilidad de
aceites esenciales estd limitada a un determinado ndmero de familias botanicas como
Myrtaceae, Lauraceae, Rutaceae, Lamiaceae, Asteraceae, Apiaceae, Cupressaceae,
Poaceae, Zingiberaceae y Piperaceae (Regnaul-Roger, 1997). La naturaleza de los
compuestos quimicos de los aceites esenciales es muy variado aunque se pueden dividir en
cuatro grupos: terpenos, derivados del benceno, hidrocarbonos y otros compuestos
miscelaneos (Tripathi et al. 2009). Sin embargo, los monoterpenos son las moléculas mas
representativas constituyendo el 90% de los aceites esenciales (Lahlou, 2004).

Los aceites esenciales presentan multiples modos de accidon contra insectos y
muchos de los estudios se han realizado en plagas de los granos almacenados como S.
zeamais (Asawalan y Hassanali, 2006; Betancur et al. 2010), S. oryzae (Somboon y
Pinsamarn, 2006), S. granarius (Aslan et al. 2004), Tribolium castaneum (Waraporn y
Chandrapatya, 2009), Acathoscelides obtectus Say (Bittner et al. 2008), Callosobruchus
maculatus (F.) (Emeasor et al. 2005) y Prostephanus truncatus (Obeng-Ofori et al. 1998).
En general, los aceites esenciales presentan actividad biolégica como insecticidas de
contacto, fumigantes, repelentes e inhibidores de la alimentacién y oviposicion (Koul et al.
2008). Sin embargo, sobre su efecto insecticida ya sea de contacto o fumigante el modo de
accion adn no esta completamente identificado pero los sintomas de los insectos
intoxicados indican un efecto neurotoxico (Tripathi et al. 2009). Segin Re et al. (2000) el
monoterpeno linalool actda sobre el sistema nervioso central afectando el transporte de
iones y la liberacién de acetilcolinesterasa. Ademas Isman (2000) sefiala que estudios
realizados con Periplaneta americana L. (Blattodea: Blattidae) indican que los aceites
esenciales afectan los receptores de la octopamina causando alteraciones irreversibles en el
sistema nervioso. Al respecto Koul et al. (2008), agregan que como la octopamina se
encuentra solo en los insectos los aceites esenciales son seguros para mamiferos.

Las investigaciones con plantas nativas de Chile estudiadas por su efecto insecticida
e insectistatico sobre insectos asociados a granos almacenados son limitados y se focalizan
en especies de la familia Monimiaceae entre las que se encuentran Boldo (Peumus boldus
Molina), Laurel (Laurelia sempervirens (Ruiz & Pav.) Tul. y Tepa (Laureliopsis
philippiana (Looser) Schodde). Pizarro et al. (2013 y 2014) y Torres et al. (2014a y 2014b)
determinaron que el polvo y aceite esencial de P. boldus y L. sempervirens respectivamente
presentan actividad bioldgica como insecticida de contacto y fumigante e insectistatica
como repelente sobre adultos de S. zeamais mientras que en el caso de L. philippiana Ortiz



et al. (2012) y Norambuena et al. (2016), documentan actividad similar del polvo y aceite
esencial de esta especie. Sin embargo, el uso masivo de compuestos vegetales puede poner
en riesgo la densidad natural de la planta recolectada en campo para elaborar los
insecticidas botanicos, por lo que es necesario buscar alternativas que permitan, sin perder
la eficacia, utilizar la menor cantidad posible de material vegetal. Una de estas opciones es
utilizar mezclas de polvos o aceites esenciales con actividad insecticida buscando un efecto
de potenciacion. Al respecto, existen estudios de aceites esenciales que aplicados en
mezclas presentan mayor toxicidad sobre S. zeamais, que cuando se aplican
individualmente (Tatsadjieu et al., 2010). Bekele y Hassanali (2001) indican que la mezcla
de los aceites esenciales de Ocimum Kkilimandscharicum Guerke (Labiatae) y Ocimum
kenyense Ayobangira (Labiatae) presenta mayor toxicidad que cada una por separado o que
sus principales compuestos aislados contra S. zeamais y Rhyzopertha dominica (Fabricius)
(Coleoptera: Bostrichidae). Asi mismo existen antecedentes de que el uso de compuestos
vegetales en mezcla con insecticidas sintéticos como malation (Yuya et al., 2009) o
pirimifés metilico (Obeng-Ofori y Amiteye, 2005) potencian su accion toxica contra S.
zeamais. Shaalan et al. (2005) obtuvieron mayor toxicidad contra Aedes aegypti L.
(Diptera: Culicidae) y Culex annulirostris Skuss (Diptera: Culicidae) de fenitrotion
(organofosforado) y lambda-cialotrina (piretroide) cuando los mezclaron con aceite
esencial de semillas de Khaya senegalensis Juss (Meliaceae). Igualmente Maurya et al.
(2012) mezclaron aceite esencial de Ocimum basilicum L. (Labiatae) con Imidacloprid
(Cloronicotinilo) obteniendo mayor mortalidad de Anopheles stephensi Liston (Diptera:
Culicidae) con la mezcla que con el insecticida. Este efecto de potenciacién incluso se ha
obtenido con monoterpenos individuales como lo registran Abbassy et al (2009) quienes
mezclaron Terpinen-4-ol y Gama-terpineno con profenofos y metomil aumentando
significativamente la toxicidad de estos insecticidas contra Spodoptera littoralis Boisduval
(Lepidoptera: Noctuidae). Sin embargo, esto Ultimo no es una regla general ya que segun
Don Pedro et al. (1996) el aceite esencial extraido del epicarpio de citricos presenta mayor
toxicidad como fumigante contra C. maculatus, que sus principales compuestos por
separado o mezclados artificialmente lo cual de acuerdo a Hummelbrunner e Isman (2001)
se debe a que algunos compuestos que pueden estar en pequefias concentraciones actlian
como sinergistas potenciando la accion de los de mayor abundancia. Por todo lo antes
expuesto la hipotesis y objetivos de la presente investigacion fueron los siguientes.

HIPOTESIS

La mezcla de los aceites esenciales de Peumus boldus, Laurelia sempervirens vy
Laureliopsis philippiana potencia su actividad insecticida e insectistatica sobre adultos de
Sitophilus zeamais.

OBJETIVO GENERAL
Evaluar, en condiciones de laboratorio, la actividad insecticida de contacto,

fumigante e insectistatica como repelente de los aceites esenciales de P. boldus, L.
sempervirens y L. philippiana, solos y en combinacion, contra adultos de S. zeamais.



OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar el efecto insecticida de contacto y fumigante de los aceites esenciales de P.
boldus, L. sempervirens y L. philippiana, solos y combinados en proporciones de
1:1, 1:10 y 1:20, contra adultos de S. zeamais.

2. Evaluar la actividad insectistatica como repelente de los aceites esenciales de P.
boldus, L. sempervirens y L. philippiana, solos y en combinacion en proporciones
de 1:1, 1:10 y 1:20, contra adultos de S. zeamais.
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CAPITULO |

Repelencia de mezclas de aceites esenciales de Peumus boldus Molina, Laurelia
sempervirens (Ruiz & Pav.) Tul. y Laureliopsis philippiana (Looser) Schodde contra
Sitophilus zeamais Motschulsky.

Gabriel Bustos!, Gonzalo Silval", Susana Fisher!, Inés Figueroa!, A. Urbina! y J.C.
Rodriguez?

Resumen. Sitophilus zeamais Motschulsky (Coleoptera: Curculionidae) es uno de los
insectos plaga mas importante de los cereales almacenados. Debido a los problemas
asociados al uso de insecticidas convencionales como la presencia de residuos peligrosos y
desarrollo de resistencia, se ha hecho necesaria la busqueda de alternativas como los
compuestos de origen vegetal. EI objetivo de la presente investigacion fue evaluar, en
condiciones de laboratorio, la actividad repelente de los aceites esenciales de P. boldus, L.
sempervirens y L. philippiana, solos y combinados en proporciones de 1:1, 1:10 y 1:20
contra adultos de S. zeamais. Los principales componentes identificados en el aceite
esencial de L. sempervirens fueron Safrol (59.1%) y Metil-eugenol (28.4%). En L.
philippiana se detecté Safrol (39.5%) y Linalool (34.4%) y en P. boldus los metabolitos
mas concentrados fueron Ascaridol (24.3%) y 1-8-cineol (14.8%). Todos los tratamientos
evaluados mostraron actividad repelente ya que presentaron un IR<1. En los aceites
evaluados individualmente, el mayor efecto de repelencia se obtuvo con las
concentraciones de 4.0 y 8.0%. El aceite esencial de L. philippiana alcanz6 90% de insectos
repelidos (IR<0.25). En las proporciones de 1:1 y 1:10, el efecto repelente aumento ya que
los tratamientos de 2.0, 4.0 y 8.0% tuvieron valores del IR equivalentes al 90%. En la
proporcion 1:20 el efecto repelente disminuy6 y solamente en los tratamientos al 8.0% se
alcanzo el 90% de efectividad. Se concluye que la mezcla de los aceites esenciales de P.
boldus, L. sempervirens y L. philippiana en proporciones 1:1 y 1:10 potencia el efecto
repelente sobre S. zeamais.

Abstract. Sitophilus zeamais Motschulsky (Coleoptera: Curculionidae) is one of the most
important pest of stored cereals. Due to the undesirable effects of conventional insecticides
such as the presence of dangerous residues and development of resistance, it has been
necessary to look for new control alternatives such as the botanical insecticides. The
objective of this research was to assess, under laboratory conditions, the repellent effect of
essential oils from P. boldus, L. sempervirens and L. philippiana, singly and mixed in
proportions of 1:1, 1:10 and 1:20. The main identified chemical compounds in the essential
oil of L. sempervirens were Safrole (59.1%) and Methyl-eugenol (28.4%). In L. philippiana
we identified Safrole (39.5%) and Linalool (34.4%) and in P. boldus, the most concentrated
metabolites were Ascaridole (24.3%) and 1-8-cineole (14.8%). All assessed treatments
showed repellent activity since they displayed an IR<1. In oils evaluated singly, the highest
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repellency was obtained at concentrations of 4.0 and 8.0%. The essential oil of L.
philippiana caused 90% of insect repellency (IR<0.25). In the proportions of 1:1 and 1:10,
the repellent effect increased since the treatments of 2.0, 4.0 and 8.0% showed IR values
equivalent to 90%. In the proportion 1:20, the repellent effect decreased, and only in the
treatments of 8.0% a 90% of efficacy was reached. We concluded that mixing the essential
oils of P. boldus, L. sempervirens and L. philippiana at the proportions of 1:1 and 1:10,
enhances the repellent effect against S. zeamais.

Introduccion

El gorgojo del maiz, (Sitophilus zeamais Motschulsky; Coleoptera: Curculionidae), es
considerado mundialmente como uno de los insectos plaga mas destructivos de los cereales
almacenados (Wale y Assegie, 2015). El dafio causado por esta especie de insectos provoca
reduccion del valor nutricional, del potencial de germinacion y del valor comercial de los
cereales (Yuya et al. 2009). EI principal método de control se sustenta en el uso de
insecticidas de contacto y fumigantes (Santos et al. 2015). Sin embargo, el desarrollo de
resistencia y la demanda por parte de los consumidores de productos libres de residuos
peligrosos a la salud humana (Piesik y Wenda-Piesik, 2015) han hecho necesaria la
busqueda de otras opciones de control.

Una de las alternativas consiste en resurgir, con vision moderna, el uso de los compuestos
vegetales, mismos que han sido utilizados para el control de insectos y acaros desde
tiempos remotos en forma de polvos, extractos o aceites esenciales; siendo estos ultimos los
que presentan un mayor potencial para el control de plagas de los granos almacenados
(Regnault-Roger, 1997). Los aceites esenciales son complejos de compuestos volatiles, que
pertenecen al metabolismo secundario y se caracterizan por un fuerte aroma (Tripathi et al.
2009). De acuerdo a Koul et al. (2008), los aceites esenciales presentan actividad bioldgica
como insecticidas de contacto o fumigantes y preventivos como antialimentarios y
repelentes.

Los repelentes son sustancias que actuan localmente o a distancia disuadiendo al insecto de
volar hacia un lugar determinado, aterrizar en éste o alimentarse (Nerio et al. 2010). Entre
las plantas nativas de Chile que han presentado efecto repelente sobre S. zeamais se
destacan Boldo (Peumus boldus Molina), Laurel (Laurelia sempervirens (Ruiz & Pav.) Tul.
y Tepa (Laureliopsis philippiana (Looser) Schodde), todas pertenecientes a la familia
Monimiaceae. Pizarro et al. (2013 y 2014) y Torres et al. (2014a y 2014b) determinaron
que el polvo y aceite esencial de P. boldus y L. sempervirens presentan actividad bioldgica
como repelente en concentraciones iguales o superiores a 0.25%. Por su parte Ortiz et al.
(2012), documentan que el polvo de L. philippiana también presenta efecto repelente sobre
adultos de S. zeamais. Sin embargo, el uso masivo de compuestos vegetales puede poner
en riesgo la densidad natural de la planta que es recolectada en campo para preparar los
insecticidas botanicos, por lo que es necesario buscar alternativas que permitan, sin perder
la eficacia, utilizar la menor cantidad posible del compuesto vegetal. Una de estas opciones
es utilizar mezclas de polvos o aceites esenciales con actividad insecticida buscando un
posible efecto de potenciacion. Al respecto, existen estudios de aceites esenciales que
aplicados en mezclas presentan mayor toxicidad sobre S. zeamais, en comparacion cuando
se aplican individualmente (Tatsadjieu et al., 2010). Asi mismo existen antecedentes de que
el uso de compuestos vegetales en mezcla con insecticidas sintéticos como malation (Yuya
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et al., 2009) o pirimifés metilico (Obeng-Ofori y Amiteye, 2005) potencian su accién
toxica contra S. zeamais. EIl objetivo de la presente investigacion fue evaluar, en
condiciones de laboratorio, la actividad repelente de los aceites esenciales de P. boldus, L.
sempervirens y L. philippiana, solos y en combinacion, contra adultos de S. zeamais.

Materiales y Métodos

Aceites esenciales. Los aceites esenciales se obtuvieron de follaje recolectado en la
zona de Pinto (36°42°0” S, 71°54°0” W; 286 m.s.n.m.), Region del Biobio, Chile, en el
caso de P. boldus y L. sempervirens y de Maullin (40°41" S, 73°25" W; 28 m.s.n.m.),
Regioén de Los Lagos, Chile, en L. philippiana. El criterio de recolecta fue el de Vogel et al.
(1997), que consiste en seleccionar hojas al azar, de los cuatro puntos cardinales y en
distintos lugares dentro del arbol. El follaje recolectado se lavd con agua potable para
eliminar contaminantes, y posteriormente se sometio a destilacion por arrastre de vapor en
un aparato tipo Clevenger durante dos horas utilizando agua destilada (Kouninki et al.,
2007). El aceite obtenido se mezcl6 con sulfato de sodio anhidro (Winkler Ltda., Santiago
de Chile, Chile) para eliminar los restos de agua y posteriormente se conservo en frioa 4 +
1°C en envases de vidrio color ambar, hasta su utilizacion en los bioensayos. La
composicion de los aceites esenciales de las tres especies vegetales se analiz
individualmente en un cromatografo de gases acoplado a un espectometro de masas en el
Laboratorio de Farmacognosia de la Facultad de Farmacia de la Universidad de
Concepcion, Campus Concepcion, Chile.

Insectos. Los insectos provinieron de colonias permanentes que se mantienen en el
Laboratorio de Entomologia de la Facultad de Agronomia de la Universidad de
Concepcion, Campus Chillan, en una camara bioclimatica (IPS 749, Memmert Gmbh,
Schwabach, Alemania) en condiciones de 25+2 °C, 60% de humedad relativa y oscuridad
total utilizando maiz (Zea mais L.) Cv. Dekalb DK 440 (Anasac Chile S.A.) como sustrato
alimenticio. Siete dias antes de iniciar los bioensayos se extrajeron todos los insectos
adultos de las colonias y la progenie emergida (F1) se ocup0 en los bioensayos. El maiz
utilizado para las colonias y bioensayos se obtuvo de la Estacion Experimental “El Nogal”
de la Facultad de Agronomia y para evitar cualquier infestacion previa por insectos o
residuo de insecticida este se lavo con agua potable y posteriormente se almacen6 en
refrigeracion (4.5+1 °C) por 72 horas.

Metodologia. La metodologia utilizada consistié en una arena de libre eleccion,
consistente en cinco placas Petri plasticas de 5 cm de diametro, distribuidas cuatro de ellas
alrededor de una placa central conectadas por tubos plasticos de 10 cm de largo y 0.25 cm
de diametro, formando una “X” (Procépio et al., 2003). En cada una de las cuatro placas
periféricas, se depositaron 20 g de maiz, pero en solo dos de ellas, opuestas diagonalmente,
se aplicaron los tratamientos a evaluar. Luego, en la placa central se liberaron 50 insectos
adultos sin diferenciacion de sexo, de menos de 48 h de edad y a las 24 horas se contabiliz6
el numero de insectos por placa. Cada arena de seleccion constituyd una repeticion y se
montaron 10 de ellas y la metodologia se repitio cinco veces en diferentes dias. En cada
repeticion se rotd la posicion de los tratamientos y con los valores obtenidos se calcul el
indice de repelencia (IR) de Mazzonetto y Vendramim (2003) que clasifica al tratamiento
como repelente si IR< 1, atrayente si IR>1 y neutro si IR=1. Sin embargo, considerando
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gue IR=1 equivale a 50% de insectos repelidos se elabord una escala complementaria para
cuantificar de manera mas precisa los tratamientos clasificados como repelentes (Tabla 1).

Tabla 1.- Escala de intensidad de repelencia de acuerdo a valores obtenidos con el indice de
Mazzonetto y Vendramim (2003).

Valor indice de repelencia 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

Los tratamientos consistieron en mezclas de los aceites esenciales de P. boldus, L.
sempervirens y L. philippiana en proporciones de 1:0, 1:1, 1:10 y 1:20 (Ahmad et al.
(2009) y cada una de estas en concentraciones de 0.5, 1.0, 2.0 y 4.0% (v/v). Las diferentes
concentraciones se prepararon utilizando acetona como solvente (99% pureza) y se agitaron
por 30 segundos en un agitador vortex (Vortex V-1plus, Boeckel & Co. Gmbh & Co. KG,
Hamburg, Alemania) para formar una solucion homogénea.

El disefio experimental fue complemente al azar y se realiz6 un analisis de varianza
(ANOVA) vy una prueba de contrastes no ortogonales a aquellos tratamientos que se
consideraron como efectivos al presentar un IR <0.2 equivalente a >90% de insectos
repelidos. Todos los analisis se realizaron con el software Statistical Analysis System
(SAS) (SAS, 1998).

Resultados y discusion

El analisis fitoquimico de los aceites esenciales mostr6 que los principales
componentes del aceite esencial de L. sempervirens fueron Safrol y Metil-eugenol con 59.1
y 28.4%, respectivamente. En L. philippiana se repitio Safrol como uno de los mas
abundantes con 39.5% pero también se detectd la presencia significativa de Linalool con
34.4%. En esta Ultima especie, Metil-eugenol solo se present6 en 4.4%. En el caso de P.
boldus no se detectd la presencia de Linalool mientras que Safrol (1.4%) y Metil-eugenol
(0.4%) se encontraron en bajas concentraciones. Los compuestos mas abundantes en esta
especie fueron Ascaridol con 24.3% y 1-8-cineol con 14.8% (Tabla 2).

Los resultados del indice de repelencia indican que a medida que se incrementa la
concentracion de aceite esencial, aumenta también el efecto repelente, tanto de los aceites
individuales como en mezcla. Segun Nerio et al. (2010) esto se debe a que al incrementar la
concentracion de aceite esencial aumenta también la cantidad de terpenoides que son los
compuestos quimicos que presentan la actividad disuasiva. Al analizar los aceites
individualmente se observa que el mayor efecto de repelencia se obtuvo con las
concentraciones de 4.0 y 8.0% aunque solo con el aceite esencial de L. philippiana esta
ultima concentracion alcanzo el 90% de insectos repelidos con un IR de 0.23 que segun la
Tabla 1 corresponde a una repelencia muy alta. En el caso de L. sempervirens y P. boldus
con la concentracion maxima evaluada se obtuvo un IR de 0.38 y 0.56 lo que significa que
la repelencia fluctuo entre 70 y 80% (Tabla 3) clasificandose como moderada a alta. Los
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resultados con L. sempervirens coinciden con Torres et al. (2014a) quienes con
concentraciones >0.25% de aceite esencial de follaje de esta especie obtuvieron efecto
repelente sobre S. zeamais. Zapata y Smagghe (2010) evaluaron el aceite esencial de hojas
y corteza de L. sempervirens obteniendo una fuerte repelencia sobre Tribolium castaneum
Herbst (Coleoptera: Tenebrionidae). En el caso de P. boldus los valores del indice de
repelencia coinciden con Betancur et al (2010) y Pizarro et al (2014) quienes también
reportan un efecto repelente a partir de una concentracion de 0.25% de aceite esencial.

Tabla 2.-Composicion quimica de los aceites esenciales de follaje de Laurelia
sempervirens, Laureliopsis philippiana y Peumus boldus.

Concentracién constituyentes

(%)

Constituyentes  Laurelia sempervirens Laureliopsis philippiana Peumus boldus
1-8-cineol - 8.28 14.85
Isoterpinoleno - - -
Terpineol - 3.32 2.14
Terpinen-4-ol - - 3.37
g-Terpineno 2.31 0.14 3.94
p-Cimeno - 0.07 0.21
Methyl-eugenol 28.49 4.47 0.46
Safrol 59.11 39.56 1.45
Linalool 0.61 34.45 -
(E)germacreno D 0.72 0.84 0.45
B-Tujeno 4.56 0.04 0.32
Ascaridol - - 24.37

La mayor repelencia obtenida con los aceites esenciales de L. sempervirens y L.
philippiana, en comparacion a P. boldus, se puede deber al alto contenido de Safrol, Metil-
eugenol y Linalool que presentan estas especies. Al respecto, Ngoh et al (1998) sefiala que
Safrol presenta mayor repelencia de ninfas de Periplaneta americana (L.) que Metil-
eugenol y a-pineno entre otros compuestos. Huang et al. (1999) sefialan que Safrol presenta
efecto de inhibicion de la alimentacion en S. zeamais y T. castaneum. El Unico tratamiento
que alcanz6 una repelencia de 90% (IR<2.5) fue la concentracion de 8% de L. philippiana
lo cual podria atribuirse a un efecto de potenciacion entre Safrol y Linalool, sus dos
compuestos quimicos mas abundantes, ya que este Gltimo como compuesto mayoritario de
otros aceites esenciales también ha mostrado efecto repelente contra S. zeamais (Cansian et
al 2015) y otros insectos como Aedes aegypti (Diptera: Culicidae) (Muller et al 2009),
Plutella xylostella (L.) (Lepidoptera: Plutellidae) (Mao-xin et al 2004) y Lycorma
delicatula (White) (Hemiptera: Fulgoridae) (Yoon et al 2011). Sobre Metil-eugenol no
existen muchos antecedentes sobre repelencia pero Wu et al (2015) documentan que el
aceite esencial de Liriope muscari Bailey (42.15% de Metil-eugenol) presenta una fuerte
repelencia contra Lasioderma serricorne (Fabricius) (Coleoptera: Anobiidae), Liposcelis
bostrychophila Badonnel (Psocoptera: Liposcelididae) y T. castaneum. Finalmente en
relacion a los principales compuestos quimicos de P. boldus solo 1-8 cineol presenta
antecedentes como repelente. Este compuesto individualmente ha mostrado actividad
contra S. zeamais, S. granarius (Obeng-Ofori et al 1997) y A. aegypti (Klocke et al 1987) y
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como compuesto mayoritario de un aceite esencial 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) vy T.
castaneum (Wang et al 2006).

Tabla 3.- Repelencia de los aceites esenciales de Laurelia sempervirens, Laureliopsis
philippiana y Peumus boldus evaluados individualmente contra adultos de Sitophilus
zeamais.

Tratamiento Concentracién indice de Repelencia (IR)*
(%) (VIv)

P. boldus 0.5 0.86
1.0 0.84

2.0 0.69

4.0 0.69

8.0 0.56

L. sempervirens 0.5 1.18
1.0 1.19

2.0 0.70

4.0 0.40

8.0 0.38

L. philippiana 0.5 0.87
1.0 0.91

2.0 0.51

4.0 0.27

8.0 0.23

* IR= (2*G) / (G*P) donde G=porcentaje (%) de insectos presentes en la placa con
tratamiento y P=porcentaje (%) de insectos presentes en placa testigo. IR< 1 Repelente,
IR>1 atrayente, IR=1 neutro.

Al realizar la mezcla de los aceites esenciales en proporciones iguales (1:1) se observé que
en comparacion a los aceites esenciales individuales el efecto repelente aumento ya que los
valores del IR se alejaron mas de 1, valor umbral para considerar a un tratamiento como
repelente. Especificamente los tratamientos de 4.0 y 8.0%, en todas las combinaciones,
mostraron valores que de acuerdo a la Tabla 1 se clasifican como con una repelencia muy
alta (Tabla 4) siendo que individualmente solo L. philippiana al 8.0% alcanz6 este umbral.
En las concentraciones menores solo el tratamiento al 2.0% de la mezcla de L.
sempervirens-L. philippiana mostré un IR (0.13) que clasifica al tratamiento como con muy
alta repelencia. Los restantes tratamientos tuvieron IR que los califica con repelencia débil
a moderada. Esta tendencia concuerda con Liu et al. (2006) quienes al mezclar el aceite
esencial de Artemisia princeps Pamp (Asteraceae) con el de Cinnamomum camphora (L.) J.
Presl (Lauraceae) en proporcion de 1:1 obtuvieron un incremento significativo en el efecto
repelente sobre adultos de Sitophilus oryzae L. y Bruchus rufimanus Bohem (Coleoptera:
Chrysomelidae). Mwangi et al. (2013) documentan que los responsables del efecto
repelente del aceite esencial de Capparis tormentosa Lam (Capparaceae) contra adultos de
S. zeamais son Nerolidol y Linalool, los cuales presentan mayor efecto repelente cuando se
mezclan que cuando se aplican individualmente. Segun Hummelbrunner e Isman (2001) el
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efecto repelente de los aceites esenciales generalmente es atribuido a algunos compuestos
especificos pero usualmente a causa de un efecto sinérgico entre estos se obtiene una mayor
actividad cuando se combinan que al utilizarse individualmente.

Tabla 4.-Repelencia de los aceites esenciales de Laurelia sempervirens, Laureliopsis
philippiana y Peumus boldus individualmente y mezclados en proporciones de 1:1, 1:10 y
1:20 contra adultos de Sitophilus zeamais.

indice repelencia (IR)*

Proporcion aceite esencial

Tratamiento Concentracion 1:1 1:10 1:20
(%) (vIv)

P. boldus-L. sempervirens 0.5 0.77 0.86 0.88
1.0 0.83 0.52 0.92

2.0 0.46 0.23 0.45

4.0 0.21 0.18 0.27

8.0 0.10 0.10 0.10

P. boldus — L. philippiana 0.5 1.04 0.51 1.14
1.0 0.82 0.64 0.85

2.0 0.49 0.46 0.69

4.0 0.78 0.37 0.76

8.0 0.15 0.26 0.23

L. sempervirens - L. philippiana 0.5 0.59 0.92 0.95
1.0 0.82 0.95 0.99

2.0 0.13 0.48 0.62

4.0 0.12 0.55 0.64

8.0 0.03 0.15 0.09

L. sempervirens - P. boldus 0.5 - 0.41 0.89
1.0 - 0.15 0.87

2.0 - 0.21 0.46

4.0 - 0.13 0.31

8.0 - 0.02 0.37

L. philippiana - P. boldus 0.5 - 0.77 0.62
1.0 - 0.53 0.82

2.0 - 0.28 0.35

4.0 - 0.33 0.30

8.0 - 0.10 0.002

L. philippiana - L. sempervirens 0.5 - 0.73 0.97
1.0 - 0.70 0.70

2.0 - 0.41 0.51

4.0 - 0.42 0.48

8.0 - 0.32 0.16

* IR= (2*G) / (G*P) donde G=porcentaje (%) de insectos presentes en la placa con
tratamiento y P=porcentaje (%) de insectos presentes en placa testigo. IR< 1 Repelente,
IR>1 atrayente, IR=1 neutro.
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En la proporcion 1:20 solamente la concentracion de 8.0% mantuvo en la mayoria de los
tratamientos un IR inferior a 0.25 (equivalente en al menos a un 85% de insectos repelidos)
para ser clasificado como con muy alta repelencia. Esta situacion solamente no se observé
en la mezcla de L. sempervirens-P. boldus que alcanzé un IR de 0.37 que identifica al
tratamiento como con repelencia alta. La disminucion del nimero de tratamientos con
repelencia calificada como alta 0 muy alta se puede deber a que en esta proporcion se
produce una actividad antagoénica entre los compuestos quimicos que conforman los aceites
esenciales. Al respecto Pavlidou et al. (2004), sefialan que combinaciones de aceites
esenciales o de los principales componentes aislados en determinadas proporciones pueden
mostrar un efecto antagonico en la toxicidad sobre Drosophila melanogaster Meigen
(Diptera: Drosophilidae) y Bactrocera oleae Rossi (Diptera: Tephritidae). Igualmente
Franzios et al. (1997) indican que la toxicidad de los aceites esenciales no presenta una
relacion lineal con la concentracién de los principales componentes por lo que cada
combinacion debe evaluarse de manera independiente ya que la presencia de algunos
compuestos, aunque Se encuentren en pequefias concentraciones, pueden producir
reacciones antagonicas. Finalmente, el andlisis estadistico de los tratamientos que
mostraron >90% de insectos repelidos (IR<0.2) no mostrd diferencias significativas (gl=67,
F=1.06, P=0.415) entre ellos. Sin embargo, al realizar el andlisis de contrastes no
ortogonales se pudo observar que la Unica diferencia estadistica se encuentra entre los
tratamientos en concentraciones de 8.0% con los de 2 y 4% (Tabla 5). Por tanto, los
tratamientos en concentraciones de 8.0% conformados por mezclas en proporciones de 1.1,
1:10 o 1:20 presentan un significativamente mayor efecto repelente que los restantes
tratamientos evaluados y por ende debieran preferirse para la proteccion de cereales
almacenados.

Los resultados obtenidos permiten concluir que la mezcla de los aceites esenciales
de P. boldus, L. sempervirens y L. philippiana en proporciones de 1:1 y 1:10 en
concentraciones de 2, 4 y 8% presentan efecto de potenciacién en su actividad repelente.
Sin embargo, los resultados deben ser validados en pruebas en bodega con mayores
volumenes de grano.
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Contraste Valor F Valor P

L. sempervirens-L. philippiana (1:1) al 2% VS P. boldus-L. sempervirens (1:1) al 4% 0.21 0.6475 ns
P. boldus-L. sempervirens (1:10) al 2% L. sempervirens-L. philippiana (1:1) al 4%
L. sempervirens- P. boldus (1:10) al 2% P. boldus-L. sempervirens (1:10) al 4%

L. sempervirens- P. boldus (1:10) al 4%
L. sempervirens-L. philippiana (1:1) al 2% VS P. boldus-L. sempervirens (1:1) al 8% 3.66 0.0615 ns
P. boldus-L. sempervirens (1:10) al 2% P. boldus- L. philippiana (1:1) al 8%
L. sempervirens- P. boldus (1:10) al 2% L. sempervirens-L. philippiana (1:1) al 8%

P. boldus-L. sempervirens (1:10) al 8%

L. sempervirens-L. philippiana (1:10) al 8%

L. sempervirens- P. boldus (1:10) al 8%

L. philippiana- P. boldus (1:10) al 8%

P. boldus-L. sempervirens (1:20) al 8%

P. boldus- L. philippiana (1:20) al 8%

L. sempervirens-L. philippiana (1:20) al 8%

L. philippiana- P. boldus (1:20) al 8%

L. philippiana-L. sempervirens (1:20) al 8%
Tratamientos al 4% vs  Tratamientos al 8% 3.37 0.0723 ns
Tratamientos al 2% vs  Tratamientos al 4% + Tratamientos al 8% 2.47 0.1219 ns
Tratamientos al 4% vs  Tratamientos al 2% + Tratamientos al 8% 2.19 0.1454 ns
Tratamientos al 8% vs  Tratamientos al 2% + Tratamientos al 4% 5.63 0.0215 *

* significativo p<0.05, ns= no significativo.
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CAPITULO Il

Potenciacion de la actividad insecticida fumigante de mezclas de los aceites esenciales de
Peumus boldus Molina, Laurelia sempervirens (Ruiz & Pav.) Tul. y Laureliopsis
philippiana (Looser) Schodde contra Sitophilus zeamais Motschulsky.

Gabriel Bustos?, Gonzalo Silval", Susana Fisher!, Inés Figueroa!, A. Urbinal y J.C.
Rodriguez?

Resumen. Los insecticidas sintéticos han sido considerados durante décadas como el medio
de control de insectos plaga de los cereales almacenados mas eficaz. Sin embargo, su uso
irracional ha producido efectos adversos como residuos peligrosos en alimentos,
intoxicaciones y desarrollo de resistencia. El objetivo de la presente investigacion fue
evaluar, en condiciones de laboratorio, la actividad insecticida por fumigacion de los
aceites esenciales de P. boldus, L. sempervirens y L. philippiana, solos y en combinacion,
contra adultos de S. zeamais. En la evaluacion de los aceites esenciales de manera
individual la mayor toxicidad se observé en P. boldus cuyo aceite a partir de la
concentracion de 100 pL aceite esencial L™ aire superd el 80% de mortalidad. En los
tratamientos de mezclas en proporcion de 1:1 y 1:20 se observo un efecto de potenciacion
ya que todos presentaron valores de ICA superiores a 1. Aunque, al analizar los IAC por
especie se observd que en la proporcion 1:10 P. boldus y L. sempervirens disminuyen su
toxicidad al ser mezclados entre si. En la proporcion 1:20 los tratamientos en la
concentracion de 50 pL aceite esencial L™ aire presentaron una mayor mortalidad que los
de la proporcién 1:10 superando todos el 50% de mortalidad. Los valores del IAC para esta
proporcion mostraron que solo el tratamiento de L. sempervirens-L. philippiana mostro
antagonismos al tener un valor de 0.96. Todos los restantes tratamientos fueron mayores a
1. Los resultados obtenidos en la presente investigacion permiten concluir que la mezcla del
aceite esencial de P. boldus con L. philippiana en proporciones de 1:1, 1:10 y 1:20
potencian la actividad insecticida como fumigante de ambas especies.

Abstract. Synthetic insecticides has been the most effective pest control strategy for
decades. However its irrational use has produced adverse effects such as dangerous
residues in food, intoxications and development of resistance. The objective of this
research was to assess, under laboratory conditions, the insecticidal activity by fumigation
of the essential oils of P. boldus, L. sempervirens and L. philippiana, singly and mixed
against adults of S. zeamais. In the evaluation of singly essential oils the highest toxicity
was observed in P. boldus whose oil from 100 pL essential oil L™ air exceed 80%
mortality. In treatments consisting of mixtures in proportions of 1:1 and 1:10 a potentation
effect was observed because all showed values of ICA higher to 1. Although while
analyzing the 1AC, by specie, we observed that the proportion 1:10 P. boldus and L.
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sempervirens decreased their toxicity when mixed. In the 1:20 proportion, treatments at the
concentration of 50 pL essential oil L™ air exhibited a higher mortality than the treatments
at 1:10 proportion because all surpass a 50% of mortality. The values of IAC for this
proportion showed that treatment of L. sempervirens-L. philippiana had antagonism
showing a value of 0.96. All other treatments were higher than 1. Results obtained suggest
that mixing the essential oil of P. boldus with and L. philippiana at the proportions of 1:1,
1:10 and 1:20 have a potentiating effect of fumigant insecticidal activity.

Introduccion

Los insecticidas sintéticos han sido considerados durante décadas como el medio de
control de insectos plaga de los cereales almacenados mas eficaz (Huang y Subramanyam,
2005). Sin embargo, su uso irracional ha producido efectos adversos como residuos en
alimentos, intoxicaciones y desarrollo de resistencia (Roel y Vendramim, 2006).
Usualmente se utilizan insecticidas de contacto como clorpirifos o0 malation y fumigantes
como fosfuro de aluminio (Pretheep-Kumar et al. 2010). Este altimo ha sido el tratamiento
estandar durante la ultima década aunque en los ultimos afios ha comenzado a experimentar
fallas de control (Guedes et al. 2006) lo cual ha hecho que cada vez sean mas frecuentes los
reportes de casos de poblaciones de insectos resistentes (Chaudhry, 2000). De acuerdo a
Pretheep-Kumar et al. (2010) la resistencia a fosfuro de aluminio se ha reportado en al
menos 11 especies de insectos asociados a cereales almacenados en 45 paises diferentes.
Todo esto ha hecho necesaria la busqueda de alternativas que con una eficacia similar no
presenten los efectos negativos de los insecticidas sintéticos.

Una gran cantidad de compuestos naturales han sido considerados para reemplazar
al fosfuro de aluminio destacandose entre estos los monoterpenos de los aceites esenciales.
Koul et al. (2008), sefialan que estos a causa de su alta volatilidad presentan un gran
potencial como fumigantes. Al respecto Tripathi et al. (2009) reportan que el aceite esencial
de orégano (Origanum vulgare L.. Lamiaceae), albahaca (Ocimum basilicum L.:
Lamiaceae), romero (Rosmarinus officinalis L.: Lamiaceae) y menta (Mentha piperita L.:
Lamiaceae) son las especies mas promisorias como fumigantes naturales. Aunque, segin
Lee et al. (2004) el compuesto con mejores perspectivas futuras como fumigante es 1-8-
cineol (Eucalyptol) el que aparte de encontrarse en una gran cantidad de aceites esenciales
ha mostrado una alta toxicidad por fumigacion junto con desaparecer del ambiente en 24
horas sin dejar residuos o producir cambios fisioldgicos en las semillas.

Peumus boldus Molina, Laurelia sempervirens (Ruiz & Pav.) Tul. y Laureliopsis
philippiana (Looser) Schodde, (Laurales: Monimiaceae) son plantas nativas de Chile cuyo
aceite esencial ha mostrado efecto toxico por fumigacion contra insectos plaga de los
granos almacenados como el gorgojo del maiz (Sitophilus zeamais Motschulsky
(Coleoptera: Curculionidae)) y el bruco del frejol (Acathoscelides obtectus Say; Coleoptera:
Chrysomelidae). Pizarro et al. (2014) evaluaron el aceite esencial de esta planta encontrado
que se obtiene un 100% de mortalidad con una concentracion equivalente a 233 uL aceite
L1 aire. Por su parte Torres et al. (2014) determinaron que una concentracion de 175 pL de
aceite esencial de L. sempervirens L™ de aire provoca un 72% de insectos muertos.
Finalmente, Norambuena et al. (2016) reportan que a partir de una concentracion de 170 uL
de aceite esencial de L. philippiana L™ de aire se registra una toxicidad igual o superior al
80%. Sin embargo, el bajo rendimiento de la extraccion de aceites esenciales hace
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necesaria una gran cantidad de material vegetal por lo quesu uso puede amenazar la
densidad natural de la planta por lo se requieren estrategias que, sin perder eficacia, utilicen
la menor cantidad posible de follaje o flores. Una de estas estrategias es aprovechar el
efecto de potenciacion entres dos aceites esenciales con propiedades insecticidas. Por
ejemplo, Bekele y Hassanali (2001) indican que la mezcla de los aceites esenciales de
Ocimum kilimandscharicum Guerke (Labiatae) y Ocimum kenyense Ayobangira (Labiatae)
presenta mayor toxicidad contra S. zeamais y Rhyzopertha dominica (Fabricius)
(Coleoptera: Bostrichidae) que individualmente o sus principales compuestos por separado.
Sin embargo, esto Gltimo no es una regla general ya que segin Don Pedro et al. (1996) el
aceite esencial extraido del epicarpio de citricos presenta mayor toxicidad como fumigante
contra C. maculatus, que sus compuestos principales por separado o mezclados
artificialmente lo cual de acuerdo a Hummelbrunner e Isman (2001) se debe a que algunos
compuestos que pueden estar en pequefias concentraciones actlan como sinergistas
potenciando la accion de los de mayor abundancia. Por lo antes indicado el objetivo de la
presente investigacion fue evaluar, en condiciones de laboratorio, la actividad insecticida
por fumigacion de los aceites esenciales de P. boldus, L. sempervirens y L. philippiana,
solos y en combinacion, contra adultos de S. zeamais.

Materiales y Métodos

Aceites esenciales. Los aceites esenciales se obtuvieron de follaje recolectado en la
zona de Pinto (36°42°0” S, 71°54°0” W; 286 m.s.n.m.), Region del Biobio, Chile, en el
caso de P. boldus y L. sempervirens y de Maullin (40°41" S, 73°25" W; 28 m.s.n.m.),
Region de Los Lagos, Chile, en L. philippiana. El criterio de recolecta fue el de VVogel et al.
(1997), que consiste en seleccionar hojas al azar, de los cuatro puntos cardinales y en
distintos lugares dentro del arbol. El follaje colectado se lavé con agua potable para
eliminar cualquier contaminante, y posteriormente se someti6 a destilacion por arrastre de
vapor en un aparato tipo Clevenger durante dos horas utilizando agua destilada (Kouninki
et al., 2007). El aceite obtenido se mezcl6é con sulfato de sodio anhidro (Winkler Ltda.,
Santiago de Chile, Chile) para eliminar los restos de agua y posteriormente se conservé en
frio a 4 £ 1°C en envases de vidrio color &mbar, hasta su utilizacion en los bioensayos. La
composicion de los aceites esenciales de las tres especies vegetales se analiz
individualmente en un cromatografo de gases acoplado a un espectometro de masas en el
Laboratorio de Farmacognosia de la Facultad de Farmacia de la Universidad de
Concepcion, Campus Concepcion, Chile.

Insectos. Los insectos provinieron de colonias permanentes que se mantienen en el
Laboratorio de Entomologia de la Facultad de Agronomia de la Universidad de
Concepcion, Campus Chillan, en una camara biocliméatica (IPS 749, Memmert Gmbh,
Schwabach, Alemania) en condiciones de 25+2 °C, 60% de humedad relativa y oscuridad
total utilizando maiz (Zea mais L.) Dekalb DK 440 (Anasac Chile S.A.) como sustrato
alimenticio. Los insectos utilizados en los bioensayos no tenian mas de una semana de edad
por lo que siete dias antes de iniciar los bioensayos se extrajeron todos los insectos adultos
de las colonias, los que se utilizaron para iniciar nuevas crianzas, y la progenie emergida
(F1) se ocupo en los bioensayos. EI maiz utilizado para las colonias y bioensayos se obtuvo
de la Estacion Experimental “El Nogal” de la Facultad de Agronomia y para evitar
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cualquier infestacion previa por insectos o residuo de insecticida este se lavé con agua
potable y posteriormente se almacend en refrigeracion (4.5+1 °C) por 72 horas.

Metodologia. Este bioensayo se llevo a cabo con la metodologia de Pires et al.
(2006) que consiste en la aplicacion del tratamiento con una micropipeta sobre un papel
filtro (Whatman N° 10) circular de 5,5 cm de diametro adherido interiormente a la tapa de
envases de 100 mL de capacidad, que contenian 50 g de maiz infestado con 50 insectos
adultos sin diferenciacion de sexo. El testigo se manejo de la misma manera pero sin tratar
el papel filtro. Los tratamientos consistieron en mezclas de los aceites esenciales de P.
boldus, L.sempervirensy L. philippiana en proporciones de 1:0, 1:1, 1:10 y 1:20 (Ahmad
et al. (2009) y cada una de estas en concentraciones de 50, 100, 150, 200, 250, 300 y 350
L aceite esencial L aire. Las diferentes concentraciones se prepararon utilizando acetona
como solvente (99% pureza) y se agitaron por 30 segundos en un agitador vortex (Vortex
V-1plus, Boeckel & Co. Gmbh & Co. KG, Hamburg, Alemania) para formar una solucion
homogénea. Cada tratamiento tuvo 10 repeticiones y la metodologia completa se repitié
cinco veces en diferentes dias. Las unidades experimentales se mantuvieron en una cadmara
biocliméatica a 30 + 1°C de temperatura, 60% HR y oscuridad total. La evaluacion de
mortalidad se realiz6 a cinco dias después de la exposicion. Se utilizé el criterio de
mortalidad de FAO (1980) y la mortalidad se corrigi6 con la formula de Abbott (1925).

Andlisis estadistico y de la accion conjunta. El disefio experimental fue
complemente al azar y para cada tratamiento de aceite individual o mezcla de ellos se
estimo la concentracion letal 50 % (CLso) mediante el método Probit (Finney, 1974) con el
procedimiento PROC Probit del software Statistical Analysis System (SAS) (SAS, 1999).
En este analisis, de acuerdo al criterio de Robertson et al. (2007), se consideraron los
tratamientos como significativamente diferentes cuando los limites de confianza de las
CLso no se traslaparon. La valoracion de la accion conjunta se obtuvo mediante el indice de
accion conjunta (IAC) de Otitoloju (2002 y 2003) vy el indice de concentracién adicion
(ICA) de Gaete y Chavez (2008). Estos indices clasifican la actividad de la mezcla como
neutra si es igual a 1, con efecto de potenciacidn si es mayor a 1 y antagdnica si es menor a
1.

Resultados y discusion

En la evaluacion de los aceites esenciales de manera individual la mayor toxicidad
se observo en la de P. boldus la cual a partir de la concentracién de 100 pL aceite esencial
Lt aire superaron el 80% de mortalidad (Figura 1). En el caso de L. sempervirens y L.
philippiana este umbral solo se alcanzé a los 150 y 250 pL aceite esencial L7 aire
respectivamente. Aunque cabe destacar que a partir de los 250 pL aceite esencial L7 aire
todos los tratamientos evaluados alcanzaron el 100% de insectos muertos. Esta tendencia se
confirmo en el célculo de la CLso donde el aceite esencial de P. boldus presentd una CLso
de 75.5 pL aceite esencial L7 aire valor que fue significativamente inferior a L.
sempervirens (115.6 pL aceite esencial L™ aire) pero no a L. philippiana (150.9 pL aceite
esencial L™ aire) ya que sus limites fiduciales se traslaparon (Robertson et al. 2007) (Tabla
1). La mayor toxicidad del aceite esencial de P. boldus se puede deber a la presencia de 1-
8-cineol que de acuerdo a Lee et al. (2004) con una dosis igual o superior a 200 pL aceite
esencial L™ aire se eliminan hasta los huevos de S. oryzae que usualmente son los mas
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resistentes a los fumigantes. Este compuesto en el aceite esencial utilizado en esta
investigacion se encuentra en una concentracion de 14.85% (Bustos et al. 2016).
Igualmente Wang et al. (2006), evalué el aceite esencial de Artemisia vulgaris (L.)
(Asteraceae) (46.5% de 1,8-cineole) contra Tribolium castaneum (Herbst) (Coleoptera:
Tenebrionidae) obteniendo con dosis de 10, 15 y 20 pL aceite esencial L™ aire a las 96 h
de exposicion una mortalidad de 100%. Por ultimo, Aggarwal et al. (2001) utilizando el
compuesto puro a una concentracion de 1.0 pL aceite esencial L™ aire obtuvo una
toxicidad de 93-100% sobre C. maculatus, Rhyzopertha dominica F. y S. oryzae.
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Figura 1.- Mortalidad por efecto fumigante de los aceites esenciales de Peumus boldus,
Laurelia sempervirens y Laureliopsis philippiana evaluados individualmente contra
adultos de Sitophilus zeamais.

Tabla 1.- Concentracion Letal 50% (CLso) de la toxicidad por fumigacion de los aceites
esenciales de Peumus boldus, Laurelia sempervirens y Laureliopsis philippiana evaluados
individualmente y en mezcla en una proporcion de 1:1 contra adultos de Sitophilus zeamais.

Tratamiento CLso* Lim min-Lim max** S8
P. boldus 75.5 67.8-83.9 8,26
L. sempervirens 115.6 104.9-125.6 8,04
L. philippiana 150.9 46.8-291.3 6,05
P. boldus + L. sempervirens 64.3 57.6-71.6 7,73
P. boldus + L. philippiana 23.4 2.2-42.2 1.81
L. sempervirens + L. philippiana 93.7 82.5-104.6 5.03

*1IL aceite esencial L™ aire **Limites fiduciales CLso (a=0.05) $S=pendiente linea dosis-
probit (Ldp)
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Al realizar las combinaciones de los aceites esenciales en proporciones de 1:1 se
observa un efecto de potenciacion ya que la mezcla P. boldus-L. philippiana a partir de la
concentracion de 50 pL aceite esencial L™ aire (la mas baja evaluada) muestra una
toxicidad superior al 85% situacion que no se observo en la evaluacion de los aceites de
manera individual (Figura 2). Ademas, en este bioensayo a partir de la concentracion de
200 pL aceite esencial L aire todos los tratamientos alcanzaron el 100% de mortalidad
situacion que solo se observd en los aceites individuales con concentraciones iguales o
superiores a 250 pL aceite esencial L aire. Este efecto de potenciacion del efecto
fumigante también se refleja en las CLso ya que para las mezclas de P. boldus-L.
philippiana y P. boldus-L. sempervirens se obtuvieron concentraciones letales
significativamente menores que para cada uno de los aceites individualmente (Tabla 1).
Ademas la CLso de la mezcla P. boldus-L. philippiana (23.4 pL aceite esencial L™ aire )
fue significativamente menor que la de P. boldus-L. sempervirens (64.3 pL aceite esencial
L aire) (Robertson et al. 2007) (Tabla 2). En el analisis de los indices de accion conjunta
(IAC) y de concentracion-adicion (ICA) se confirma el efecto de potenciacion o sinergismo
analogo ya que en todas las combinaciones en la proporcion 1:1 el IAC presenta valores
superiores a 1 lo cual segun Otitoloju (2002 y 2003) los clasifica como con sinergismo o
potenciacion (Tabla 3). Aunque, el valor mas alto (6.44) se observa en L. philippiana
cuando se mezcla con P. boldus lo cual significa que su toxicidad aumenta en mayor
proporcion cuando se mezcla con esta Ultima especie que con L. sempervirens. La misma
tendencia se observa en el ICA donde todos los tratamientos son superiores a 1 lo que de
acuerdo a Gaete y Chavez (2008) los clasifica como con accion de potenciacion. Al igual
que en el caso anterior el mayor valor del indice se obtuvo en la mezcla P. boldus-L.
philippiana con 4.83.
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Figura 2.- Mortalidad por efecto fumigante de los aceites esenciales de Peumus boldus,
Laurelia sempervirens y Laureliopsis philippiana evaluados en mezcla en una proporcién
de 1:1 contra adultos de Sitophilus zeamais.
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El efecto de potenciacién obtenido se puede deber a la presencia de Safrol en el
aceite esencial de L. philippiana y L. sempervirens con 39.5 y 59.1% respectivamente
(Bustos et al. 2006). Segun Philogene (2012) este compuesto presente propiedades como
sinergista/potenciador ademas de que es un precursor del butoxido de piperonilo el cual es
uno de los sinergistas mas utilizados comercialmente. Aunque, se destaca que la mayor
potenciacion se obtenga con el aceite esencial de L. philippiana y no con L. sempervirens
que presenta una mayor concentracion de Safrol. Esto ultimo se puede explicar en que L.
philippiana ademas presenta una elevada concentracion (34.3%) de Linalool que es un
monoterpeno que también ha mostrado actividad insecticida tanto individualmente y como
compuesto mayoritario de aceites esenciales contra S. zeamais (Cansian et al. 2015) y S.
oryzae (Kim et al. 2016). Ademés se debe agregar que estos Ultimos autores sefialan a
Linalool junto con isopinocamfor y terpino-4-ol como los que mas contribuyen a la
toxicidad como fumigante de la mezcla del aceite esencial de ocho especies de la familia
Lamiaceae.

Tabla 2.- Concentracion Letal 50% (CLso) de la toxicidad por fumigacion de los aceites
esenciales de Peumus boldus, Laurelia sempervirens y Laureliopsis philippiana evaluados
en mezcla en proporciones de 1:10 y 1:20 contra adultos de Sitophilus zeamais.

Tratamiento CLso* Lim min-Lim max** S8
P. boldus + L. sempervirens (1:10) 112.2 100.6-123.9 4.04
L. sempervirens + P. boldus (1:10) 44.7 26.0-58.3 2.75
P. boldus + L. philippiana (1:10) 66.0 48.9-82.1 2.57
L. philippiana + P. boldus (1:10) 67.5 58.1-76.5 5.30
L. sempervirens + L. philippiana (1:10) 137.6 125.9-148.5 7.42
L. philippiana + L. sempervirens (1:10) 100.4 89.7-110.7 6.11
P. boldus + L. sempervirens (1:20) 109.1 94.7-122.9 3.8
L. sempervirens + P. boldus (1:20) 39.0 22.9-48.0 5.0
P. boldus + L. philippiana (1:20) 52.4 31.4-69.0 2.24
L. philippiana + P. boldus (1:20) 13.9 0.01-32.1 1.93
L. sempervirens + L. philippiana (1:20) 155.1 141.6-168.0 6.03
L. philippiana + L. sempervirens (1:20) 32.4 10.3-50.7 1.86

*1IL aceite esencial L™ aire **Limites fiduciales CLso (a=0.05) $S=pendiente linea dosis-
probit (Ldp)

En los tratamientos constituidos por mezclas de los aceites esenciales en
proporciones de 1:10 en comparacion a los aceites individuales o en mezcla en proporcion
de 1:1 se observd una disminucion en el efecto de potenciacién. La Unica concentracion en
que todos los tratamientos alcanzaron el 100% de mortalidad fue con 350 pL aceite
esencial L aire. Aunque, nuevamente se destaca el tratamiento L. philippiana + P. boldus
que a partir de la concentracion de 50 super6 el 80% de mortalidad (Figura 4) lo cual como
ya se menciond se deberia a una accién de potenciacion entre el Safrol y Linalool que posee
L. philippiana y el 1-8 cineol de P. boldus. Al analizar las CLsg se puede observar que la
menor concentracion la obtuvo la combinacion L. sempervirens-P. boldus con 44.7 pL
aceite esencial L™ aire pero sin diferencias significativas con los tratamientos de L.
philippiana + P. boldus y P. boldus + L. philippiana los cuales presentan una CLsg de 66 y
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67.5 L aceite esencial L™ aire respectivamente. Sin embargo, el ICA indica que todos los
tratamientos constituidos por mezclas de aceite esencial en proporciones de 1:10 presentan
un valor superior a 1, lo cual segin Gaete y Chavez (2008) se debe a un efecto de
potenciacion. Pero, al revisar los valores del IAC que es mas preciso debido a que analiza el
efecto por especie, se observa que P. boldus y L. sempervirens en los tratamientos de P.
boldus + L. sempervirens y L. sempervirens + L. philippiana presentaron valores de 0.67 y
0.84 respectivamente lo cual indica que estas especies no se ven favorecidas con la
combinacion en estas proporciones registrandose un efecto de antagonismo (Otitoloju 2002
y 2003). Esto ultimo refrenda lo sefialado por Hummelbrunner e Isman (2001) al indicar
que cada combinacion debe ser evaluada individualmente pues un incremento de la
efectividad no esté directamente relacionado con una aumento en las concentraciones de los
principales componentes ya que puede haber compuestos en muy bajas cantidades que
cumplan algun rol sinérgico.
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Figura 3.- Mortalidad por efecto fumigante de los aceites esenciales de Peumus boldus,
Laurelia sempervirens y Laureliopsis philippiana evaluados en mezcla en una proporcion
de 1:10 contra adultos de Sitophilus zeamais.

Finalmente, en los tratamientos correspondientes a la mezcla en una proporcion de
1:20 en la concentracion de 50 L aceite esencial L™ aire se observo una mayor mortalidad
que los de la proporcion 1:10 (Figura 4). En esta concentracion solo el tratamiento P.
boldus-L. sempervirens no alcanzo el 50% de toxicidad mientras que la combinacion L.
philippiana-P. boldus super6 el 80% de insectos muertos. Esta mayor toxicidad también se
establecio en las CLso ya que los tratamientos L. sempervirens+P. boldus, P. boldus+L.
sempervirens, L. philippiana+P. boldus y L. philippiana+L. sempervirens presentaron
concentraciones letales que fluctuaron entre 13.9 y 39.0 pL aceite esencial L™* aire y con
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limites fiduciales que se traslapan por lo que no existen diferencias significativas entre ellos
(Robertson et al. 2007). Los restantes tratamientos presentaron CLso superiores a 50 pL
aceite esencial L™ aire (Tabla 2). Los valores del IAC para esta proporcion mostraron que
solo el tratamiento de L. sempervirens+L. philippiana mostrd antagonismo al presentar un
valor de 0.96 (Tabla 3). Todos los restantes tratamientos fueron mayores a 1 destacandose
L. philippiana+P. boldus con 5.68. En el IAC el mismo tratamiento mostré antagonismo
para ambas especies lo cual también se observo en la proporcién de 1:10 lo que indica que
un aumento en la concentracion de safrol, compuesto mayoritario en ambas especies, no
asegura un mayor efecto insecticida refrendando lo sefialado por Hummelbrunner e Isman
(2001). Una situacion similar se observo con P. boldus en su mezcla con L. sempervirens
que en las proporciones de 1:10 y 1:20 mostr6 antagonismo con un IAC de 0.67 y 0.69
respectivamente lo cual se debe a que P. boldus por si solo presenta una mayor toxicidad
que cuando se mezcla con L. sempervirens por lo que desde un punto de vista practico no se
justifica realizar la combinacion ya que se obtendra una menor mortalidad.
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Figura 4.- Mortalidad por efecto fumigante de los aceites esenciales de Peumus boldus,
Laurelia sempervirens y Laureliopsis philippiana evaluados en mezcla en una proporcion
de 1:20 contra adultos de Sitophilus zeamais.

Los resultados obtenidos en la presente investigacion permiten concluir que la
mezcla del aceite esencial de P. boldus con L. philippiana en proporciones de 1:1, 1:10 y
1:20 potencian la actividad insecticida como fumigante de ambas especies. Sin embargo,
estos antecedentes deben ser validados en bodega con mayores volimenes de grano junto
con buscar una formulacién que maximice la duracion del efecto insecticida.
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Tabla 3.-indice de accion conjunta (IAC) e Indice de concetracion-adicion (ICA) para la toxicidad por efecto fumigante contra
Sitophilus zeamais de los aceites esenciales de Peumus boldus, Laurelia sempervirens y Laureliopsis philippiana evaluados en mezcla
en proporciones de 1:1, 1:10 y 1:20.

IAC1* IAC2* IACs* ICA**
Tratamiento P. boldus L. sempervirens L. philippiana
P. boldus + L. sempervirens (1:1) 1.17 1.79 - 1.48
P. boldus + L. philippiana (1:1) 3.22 -- 6.44 4.83
L. sempervirens + L. philippiana (1:1) - 1.23 1.61 1.42
P. boldus + L. sempervirens (1:10) 0.67 1.03 -- 1.69
L. sempervirens + P. boldus (1:10) 1.68 2.58 - 1.17
P. boldus + L. philippiana (1:10) 1.14 -- 2.28 2.18
L. philippiana + P. boldus (1:10) 1.11 -- 2.23 1.21
L. sempervirens + L. philippiana (1:10) -- 0.84 1.09 1.47
L. philippiana + L. sempervirens (1:10) - 1.15 1.50 1.18
P. boldus + L. sempervirens (1:20) 0.69 1.05 -- 1.04
L. sempervirens + P. boldus (1:20) 1.93 2.96 - 1.98
P. boldus + L. philippiana (1:20) 1.44 -- 2.87 2.84
L. philippiana + P. boldus (1:20) 5.43 -- 10.85 5.68
L. sempervirens + L. philippiana (1:20) -- 0.74 0.97 0.96
L. philippiana + L. sempervirens (1:20) - 3.56 4.65 3.61

IAC <1= Efecto antagonista,IAC=1= Efecto aditivo, IAC>1=Efecto potenciador **ICA<1= Efecto antagonista, ICA=1= Efecto
aditivo, ICA>1=Efecto potenciador
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CAPITULO 111

Accion insecticida conjunta de contacto de mezclas de los aceites esenciales de Peumus
boldus Molina, Laurelia sempervirens (Ruiz & Pav.) Tul. y Laureliopsis philippiana
(Looser) Schodde contra Sitophilus zeamais Motschulsky.

Gabriel Bustos®, Gonzalo Silval", Susana Fisher!, Inés Figueroa!, A. Urbinal y J.C.
Rodriguez?

Resumen. A nivel mundial entre el 5y 15% del total de los granos cosechados se pierde a
causa de los insectos plaga. El control de estas plagas es realizado con insecticidas de
contacto como clorpirifés o malation y fumigantes como bromuro de metilo y fosfuro de
aluminio. Sin embargo, su uso irracional ha producido efectos adversos como presencia de
residuos peligrosos, intoxicaciones y desarrollo de resistencia. EIl objetivo de la presente
investigacion fue evaluar, en condiciones de laboratorio, la actividad insecticida por
contacto de los aceites esenciales de P. boldus, L. sempervirens y L. philippiana, solos y en
combinacién, contra adultos de S. zeamais. La toxicidad de los aceites esenciales
individuales de P. boldus, L. sempervirens y L. philippiana se incrementé en la medida que
aumento el tiempo de exposicion de los insectos. En las mezclas en proporciones de 1:1 el
mayor porcentaje de insectos muertos se obtuvo con las concentraciones de 200 y 400 mL
aceite esencial kg™ cereal y solo el tratamiento L. sempervirens + L. philippiana con un
ICA de 0.74 mostré efecto antagénico. En las proporciones de 1:10 y 1:20 se obtuvo la
misma tendencia observandose que todas las combinaciones son antagonistas para L.
sempervirens y L. philippiana mientras que para P. boldus todas presentan potenciacion.
Los resultados obtenidos en los diferentes bioensayos permiten concluir que la mezcla de
los aceites esenciales de L. sempervirens y L. philippiana en proporcion de 1:1 potencian
la accion insecticida de contacto de ambos en comparacion a utilizarlos individualmente.

Abstract. Worldwide, between 5 and 15% of harvested grains, are lost by insect pest.
Control of these pests is performed with contact insecticides as chrlorpyrifos or malathion
and fumigants as methyl bromide and phosphine. However its irrationsal use has caused
problems such as dangerous residues, intoxications and development of resistance. The
objective of this research was to assess, under laboratory conditions, the insecticidal
activity by contact toxicity of essential oils of P. boldus, L. sempervirens and L.
philippiana, singly and mixed against adults of S. zeamais. The toxicity of singly essential
oils incresed when insect exposition time increased too. In mix of 1:1 proportion, the
highest percent of dead insects was obtained with concentrations of 200 and 400 mL
essential oil kg cereal and only in treatmet of L. sempervirens + L. philippiana with a ICA
of 0.74 showed antagonic effect. In 1:10 and 1:20 proportions the same trend was obtained
observed that all combinations are antagonics for L. sempervirens and L. philippiana while
for P. boldus all exhibites potentiation. Results obtained in our research suggest that the

3Universidad de Concepcion, Facultad de Agronomia, Vicente Méndez 595, Chillan, Chile.
2Colegio de Postgraduados Campus Montecillo, km 38.5 Carr. México-Texcoco,
Montecillo, Estado de México, México.
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essential oils of L. sempervirens and L. philippiana in proportions of 1:1 potentiating
contact insecticidal activity in comparison with using them separatedly.

Introduccion

Los cereales como el trigo (Triticum aestivum L.), arroz (Oryza sativa L.) y maiz
(Zea mays L.) son una importante parte de la dieta de humanos y animales domésticos
(Sode et al. 1995). A nivel mundial entre el 5y 15% del total de los granos cosechados se
pierde a causa de los insectos plaga (Tipathi y Upadhyay, 2009). En Chile cerca de 60
especies de insectos estan asociados a cereales almacenados pero las consideradas como las
mas importantes son el gorgojo del maiz (Sitophilus zeamais Motschulsky; Coleoptera:
Curculionidae), el gorgojo del arroz (Sitophilus oryzae L.) y la polilla de los cereales
(Ephestia kuehniella Zeller; Lepidoptera: Pyralidae) (Arias y Dell "Orto, 1983; Larrain,
1994).

Los insecticidas sintéticos han sido considerados como el medio mas eficaz para el
control de insectos plaga (Huang y Subramanyam, 2005). Usualmente el control de plagas
asociadas a granos almacenados es realizado con insecticidas de contacto como clorpirifos
o malation y fumigantes como bromuro de metilo y fosfuro de aluminio (Pretheep-Kumar
et al. 2010). Sin embargo, su uso irracional han producido efectos adversos como presencia
de residuos, intoxicaciones de usuarios y consumidores y desarrollo de resistencia (Roel y
Vendramim, 2006). Por tanto, se hace necesario la busqueda de alternativas que no
presenten estos problemas como pueden ser los insecticidas de origen vegetal o botanicos.

El control de insectos plaga de los granos almacenados con insecticidas vegetales se
centra en el uso de polvos y aceites esenciales pero privilegidndose la toxicidad por
inhalacion a través de un modo de accion fumigante. Sin embargo, muchos de estos
compuestos también presentan efecto insecticida de contacto. Por ejemplo Salvadores et al.
(2006) evaluo el efecto insecticida de contacto de diferentes especies aromaticas sobre
adultos de S. zeamais encontrando que el polvo de Piper nigrum L. (Piperaceae) causo un
80% de mortalidad. En cuanto a especies nativas de Chile Betancur et al. (2010) reportan
que el aceite esencial de Peumus boldus Molina (Monimiaceae) presenta actividad
insecticida de contacto contra S. zeamais. Actividad similar observaron Pizarro et al. (2013
y 2014) con el polvo y aceite esencial de esta misma especie. Otras especies nativas que
han mostrado toxicidad por contacto son Laurelia sempervirens (Ruiz & Pav.) Tul. y
Laureliopsis philippiana (Looser) Schodde, también de la familia Monimiaceae, que al
igual que P. boldus el polvo y aceite esencial de estas han mostrado toxicidad por contacto
contras plagas de almacén (Ortiz et al. 2012;Torres et al. 2014a y 2014b;Norambuena et al.
2016). Sin embargo, el uso de compuestos vegetales puede poner en riesgo la densidad
natural de la planta por lo que se requieren estrategias para utilizar la menor cantidad
posible de material vegetal. Una de estas opciones es la mezcla de compuestos vegetales
con actividad insecticida para aprovechar un algun efecto de potenciacion o sinergismo que
entre extractos o aceites esenciales es usual (Philogene, 2012). Asi mismo existen
antecedentes de que el uso de compuestos vegetales en mezcla con insecticidas sintéticos
de contacto como malation (Yuya et al.,, 2009) o pirimifés metilico (Obeng-Ofori y
Amiteye, 2005) potencian su accion toxica contra S. zeamais. En cuanto a otras especies
Shaalan et al. (2005) obtuvieron mayor toxicidad contra Aedes aegypti L. (Diptera:
Culicidae) y Culex annulirostris Skuss (Diptera: Culicidae) de fenitrotion
(organofosforado) y lambda-cialotrina (piretroide) cuando los mezclaron con aceite
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esencial de semillas de Khaya senegalensis Juss (Meliaceae). Igualmente Maurya et al.
(2012) mezclaron aceite esencial de O. basilicum con Imidacloprid (Cloronicotinilo)
obteniendo mayor mortalidad de Anopheles stephensi Liston (Diptera: Culicidae) con la
mezcla que con el insecticida individualmente. Incluso este efecto de potenciacion se ha
obtenido con monoterpenos aislados como lo registran Abbassy et al (2009) quienes
mezclaron Terpinen-4-ol y gama-terpineno con profenofos y metomil aumentando
significativamente la toxicidad de estos compuestos contra Spodoptera littoralis Boisduval
(Lepidoptera: Noctuidae). Por lo antes indicado el objetivo de la presente investigacion fue
evaluar, en condiciones de laboratorio, la actividad insecticida por contacto de los aceites
esenciales de P. boldus, L. sempervirens y L. philippiana, solos y en combinacion, contra
adultos de S. zeamais.

Materiales y Métodos

Aceites esenciales. Los aceites esenciales se obtuvieron de follaje recolectado en la
zona de Pinto (36°42°0” S, 71°54°0” W; 286 m.s.n.m.), Region del Biobio, Chile, en el
caso de P. boldus y L. sempervirens y de Maullin (40°41" S, 73°25" W; 28 m.s.n.m.),
Region de Los Lagos, Chile, en L. philippiana. El criterio de recolecta fue el de VVogel et al.
(1997), que consiste en seleccionar hojas al azar, de los cuatro puntos cardinales y en
distintos lugares dentro del arbol. El follaje colectado se lavé con agua potable para
eliminar cualquier contaminante, y posteriormente se sometio a destilacion por arrastre de
vapor en un aparato tipo Clevenger durante dos horas utilizando agua destilada (Kouninki
et al., 2007). El aceite obtenido se mezclo con sulfato de sodio anhidro (Winkler Ltda.,
Santiago de Chile, Chile) para eliminar los restos de agua y posteriormente se conservé en
frio a 4 £ 1°C en envases de vidrio color &mbar, hasta su utilizacion en los bioensayos. La
composicion de los aceites esenciales de las tres especies vegetales se analizo
individualmente en un cromatografo de gases acoplado a un espectometro de masas en el
Laboratorio de Farmacognosia de la Facultad de Farmacia de la Universidad de
Concepcion, Campus Concepcion, Chile.

Insectos. Los insectos provinieron de colonias permanentes que se mantienen en el
Laboratorio de Entomologia de la Facultad de Agronomia de la Universidad de
Concepcion, Campus Chillan, en una camara biocliméatica (IPS 749, Memmert Gmbh,
Schwabach, Alemania) en condiciones de 25+2 °C, 60% de humedad relativa y oscuridad
total utilizando maiz (Zea mais L.) Dekalb DK 440 (Anasac Chile S.A.) como sustrato
alimenticio. Los insectos utilizados en los bioensayos no tenian mas de una semana de edad
por lo que siete dias antes de iniciar los bioensayos se extrajeron todos los insectos adultos
de las colonias, los que se utilizaron para iniciar nuevas crianzas, y la progenie emergida
(F1) se ocupo en los bioensayos. EI maiz utilizado para las colonias y bioensayos se obtuvo
de la Estacion Experimental “El Nogal” de la Facultad de Agronomia y para evitar
cualquier infestacion previa por insectos o residuo de insecticida este se lavé con agua
potable y posteriormente se almaceno en refrigeracion (4.5+1 °C) por 72 horas.

Metodologia. El bioensayo se realiz6 con la metodologia de Obeng-Ofori y
Reichmuth (1997). Se utilizaron envases de vidrio de 500 mL, en los que se mezclaron 100
g de maiz (VARIEDAD?)con una solucién del tratamiento diluido en 1 mL de acetona. Los
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tratamientos consistieron en mezclas de los aceites esenciales de P. boldus, L. sempervirens
y L. philippiana en proporciones de 1:0, 1:1, 1:10 y 1:20 (Ahmad et al. (2009) y cada una
de estas en concentraciones de 25, 50, 100, 200 y 400 mL aceite esencial kg cereal. Las
diferentes concentraciones se prepararon utilizando acetona como solvente (99% pureza) y
se agitaron por 30 segundos en un agitador vortex (Vortex V-1plus, Boeckel & Co. Gmbh
& Co. KG, Hamburg, Alemania) para formar una soluciébn homogénea. Los envases se
agitaron manualmente por 30 segundos para permitir un cubrimiento uniforme de los
granos por la solucion, para luego dejarlos a temperatura ambiente por una hora para
evaporar la acetona. En seguida, cada frasco se infestd con 10 parejas de insectos, los
cuales se diferenciaron por sexo de acuerdo al criterio de Halstead (1963), quien sefiala que
el rostrum del macho es de menor longitud y mayor ornamentacion que el de la hembra.
Posteriormente, los frascos se cubrieron con sus tapas perforadas para permitir el
intercambio gaseoso, para luego almacenarlos en una cdmara biocliméticaa 30 £ 2 °C, 60 +
5 % de humedad relativa y oscuridad total. La mortalidad se evalu6 a las 24, 48 y 72 horas
y a los 7 y 15 dias después de la infestacion (DDI), cuantificando los insectos vivos y
muertos para obtener el porcentaje de mortalidad que se corrigio con la formula de Abbott
(1925).

Anédlisis estadistico y de la accion conjunta. El disefio experimental fue
complemente al azar y en cada tratamiento de aceite individual o mezcla de ellos se estimd
la concentracion letal 50% (CLso) mediante el método Probit (Finney, 1974) con el
procedimiento PROC Probit del software Statistical Analysis System (SAS) (SAS, 1999).
En este analisis, de acuerdo al criterio de Robertson et al. (2007), se consideraron los
tratamientos como significativamente diferentes cuando los limites de confianza de la CLso
no se traslaparon. La valoracion de la accion conjunta se obtuvo mediante el indice de
accion conjunta (IAC) de Otitoloju (2002 y 2003) y el indice de concentracién adicion
(ICA) de Gaete y Chavez (2008). Estos indices clasifican la actividad de la mezcla como
neutra si es igual a 1, con efecto de potenciacién si es mayor a 1 y antagdnica si es menor a
1.

Resultados y discusion

La toxicidad por contacto de los aceites esenciales de P. boldus, L. sempervirens y
L. philippiana se increment6 en la medida que aument6 el tiempo de exposicion de los
insectos (Tabla 1). En la evaluacion a las 24 horas el Unico tratamiento que superé el 50%
de mortalidad fue el de 400 mL aceite esencial kg cereal de L. sempevirens y L.
philippiana con un 98.8 y 63.8% de insectos muertos respectivamente. P. boldus a esta
misma concentracion solamente registré un 10% de mortalidad. La mayor toxicidad de L.
sempevirens y L. philippiana se puede deber a la presencia en ambas especies de Safrol con
59.1 y 39.5% respectivamente (Bustos et al. 2016). Al respecto Zapata y Smagghe (2010)
reportaron toxicidad del aceite esencial de la corteza de L. sempervirens sobre S. zeamais
donde el mayor componente también fue safrol (49.71 %). Igualmente Huang et al. (1999)
sefialan que tanto S. zeamais como Tribolium castaneum (Coleoptera: Tenebrionidae) son
igualmente susceptibles a la toxicidad por contacto de safrol e isosafrol. Ademas, otros
estudios con aceites esenciales con altas concentraciones de safrol como el de Piper
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hispidinervum C. DC. (82%) han mostrado actividad insecticida sobre larvas de Spodoptera
frugiperda J.E. Smith (Lepidoptera, Noctuidae) (Lima et al., 2009).

En las evaluaciones en los otros periodos de evaluacion las concentraciones de 200
y 400 mL aceite esencial kg™ cereal de los aceites esenciales de L. sempervirens y L.
philippiana superaron el 80% de mortalidad a las 72 h'y 7 y 15 DDI. En el caso de P.
boldus solo la concentracion de 400 mL aceite esencial kg™ cereal incrementé su toxicidad
alcanzando un méximo de 91.25% a los 15 DDI. Las restantes concentraciones no
superaron el 7% de insectos muertos. Esta mayor toxicidad de L. sempervirens y L.
philippiana también se registré en el célculo de la CLso ya que estas dos especies tuvieron
valores de 115.1 y 157.6 respectivamente versus 313.3 mL aceite esencial kg™ cereal de P.
boldus.

En las mezclas de los aceites esenciales en proporciones de 1:1 se observa la misma
tendencia en la toxicidad que los aceites individuales ya que el mayor porcentaje de
insectos muertos se obtuvo con las concentraciones de 200 y 400 mL aceite esencial kg™
cereal. Sin embargo, a partir de las 24 horas la concentracion mas alta evaluada mostro en
todos los tratamientos una toxicidad superior al 80% situacion que no se observo con los
aceites evaluados individualmente (Tabla 2). De hecho, la concentraciéon de 400 mL aceite
esencial kg cereal a las 48 horas alcanzé un 100% de mortalidad en los tratamientos de P.
boldus + L. sempevirens y L. sempervirens + L. philippiana y 98.8% en P. boldus + L.
philippiana. Sin embargo, al analizar el indice de concentracion adicion (ICA) la mezcla de
los aceites esenciales de L. sempervirens + L. philippiana mostré un valor de 0.74 que de
acuerdo a Gaete y Chavez (2008) se clasifica como un efecto antagénico, es decir la mezcla
presenta una menor toxicidad que los aceites esenciales que la componen individualmente.
Ademas los otros dos tratamientos tuvieron valores muy cercanos a 1.0 que es el umbral
minimo para determinar una accion potenciadora por lo que se puede inferir que la mezcla
de estos tres aceites en proporciones de 1:1 no produce un aumento significativo en la
toxicidad (Tabla 7). Al observar los resultados del indice de accion conjunta (IAC) que
analiza el efecto de la mezcla en cada especie de manera individual se observa que L.
sempervirens y L. philippiana en todos los tratamientos presentan valores menores a 1 lo
que los clasifica como con efecto antagénico (Otitoloju, 2002 y 2003). Solo P. boldus
presenta efecto potenciador debido a que por ser el aceite esencial, de los tres evaluados,
que tiene la menor toxicidad individual al ser mezclado con cualquiera de las otros dos su
toxicidad mejorard pero no de una manera suficientemente significativa para que desde el
punto de vista practico resulte viable la mezcla.

En los tratamientos de la proporcion 1:10 nuevamente se obtuvo la tendencia de que
solo las concentraciones de 200 y 400 mL aceite esencial kg™ cereal superaron el 50% de
mortalidad aunque en esta evaluacion solo los tratamientos de P. boldus + L. sempervirens
y L. philippiana + P. boldus alcanzaron el 90% de mortalidad a las 24 h con la
concentracion de 400 mL aceite esencial kg™ cereal (Tabla 3). Al analizar los valores del
ICA se observa que los tratamientos de P. boldus + L. sempervirens, P. boldus + L.
philippiana y L. sempervirens + L. philippiana presentan efecto antagonico debido a que el
valor es menor a 1 (Gaete y Chavez, 2008). Por otra parte, el IAC indica que solo el aceite
de P. boldus obtuvo un efecto de potenciacion al mostrar en todos los tratamientos en que
se incluy6 un valor superior a 1. Esto se debe a que por ser el menos toxico de los tres
aceites esenciales al mezclarse con los tratamientos de mayor toxicidad aumento su
actividad. EI Unico tratamiento que mostré potenciacién para ambos componentes de la
mezcla fue L. philippiana + L. sempervirens con 6.49 y 4.74 respectivamente lo cual se
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deberia a la presencia de safrol como componente mayoritario en ambas especies (Bustos et
al. 2006) junto con que L. philippiana también presenta linalool (34.4%) el cual segln
Cansian et al (2015) presenta toxicidad sobre S. zeamais.

La proporcion de 1:20 se mantuvo una tendencia similar a los tratamientos de la
proporcién 1:10 ya que los tratamientos y concentraciones que mostraron los mejores
resultados fueron las mismas (Tabla 4). ElI ICA de los tratamientos en esta proporcion
mostr6 antagonismo con valores menores a 1 en las combinaciones de P. boldus + L.
sempervirens, P. boldus + L. philippiana, L. sempervirens + L. philippiana y L.
philippiana + L. sempervirens. Pero, al analizar las especies individualmente con el IAC se
puede ver que todas las combinaciones son antagonistas para L. sempervirens y L.
philippiana mientras que para P. boldus todas presentan potenciacion. Esto se debe a que el
compuesto quimico mayoritario de P. boldus es 1-8 cineol (Bustos et al. 2016) el cual tiene
actividad insecticida como fumigante (Lee et al. 2004) y no de contacto lo cual explica su
baja actividad biologica en la presente investigacion.

Finalmente los resultados obtenidos en los diferentes bioensayos permiten concluir
que la mezcla de los aceites esenciales de L. sempervirens y L. philippiana en
proporciones de 1:1 y 1:10 potencian la accion insecticida de contacto de ambos en
comparacion a utilizarlos individualmente. lgualmente se concluye que P. boldus no
presenta toxicidad de contacto significativa contra adultos de S. zeamais. Aunque, estos
resultados deben ser validados en experimentos de mayor envergadura en condiciones de
bodega.
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Tabla 1.- Toxicidad por contacto de los aceites esenciales de Peumus boldus, Laurelia sempervirens y Laureliopsis philippiana
evaluados individualmente contra adultos de Sitophilus zeamais.

Mortalidad (%0)

Tratamiento Concentracion* 24 h 48 h 72 h 7 dias 15 dias
P. boldus 25 0.0 0.0 0.0 1.25 1.25
50 0.0 0.0 0.0 3.75 3.75
100 0.0 0.0 0.0 1.25 6.25
200 0.0 0.0 0.0 0.0 6.25
400 10.0 16.25 20.0 80.0 91.25
L. sempervirens 25 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
50 0.0 1.25 1.25 5.0 5.0
100 0.0 1.25 6.25 28.7 31.3
200 10.0 55.0 80.0 93.8 97.5
400 98.8 100 100 100 100
L. philippiana 25 0.0 0.0 1.25 5.0 5.0
50 25 1.25 2.50 2.50 10.0
100 1.25 10.0 15.0 18.75 20.0
200 8.75 25.0 40.0 56.25 57.5
400 63.75 88.75 98.75 98.75 100

*mL aceite esencial kg™ cereal
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Tabla 2.- Toxicidad por contacto de los aceites esenciales de Peumus boldus, Laurelia sempervirens y Laureliopsis philippiana
evaluados en mezcla en una proporcion de 1:1 contra adultos de Sitophilus zeamais.

Mortalidad (%0)

Tratamiento Concentracion* 24 horas 48 horas 72 horas 7 dias 15 dias

P. boldus + L. sempervirens 25 0.0 0.0 0.0 0.0 1.25
50 0.0 1.25 1.25 1.25 2.5
100 0.0 2.50 2.50 3.75 8.75
200 1.25 25.0 28.75 52.50 55.0
400 92.5 100 100 100 100

P. boldus + L. philippiana 25 0.0 0.0 0.0 1.25 2.5
50 2.5 2.5 2.5 2.5 5.0
100 1.25 1.25 1.25 2.5 3.75
200 0.0 0.0 3.75 18.95 21.44
400 85.0 98.8 100 100 100

L. sempervirens + L. philippiana 25 0.0 0.0 0.0 0.0 1.25
50 0.0 0.0 1.25 3.75 3.75
100 0.0 0.0 0.0 1.25 1.25
200 5.0 17.5 325 55.0 62.5
400 96.25 100 100 100 100

*mL aceite esencial kg™ cereal
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Tabla 3.- Toxicidad por contacto de los aceites esenciales de Peumus boldus, Laurelia sempervirens y Laureliopsis philippiana

evaluados en mezcla en una proporcion de 1:10 contra adultos de Sitophilus zeamais.

Mortalidad (%0)

Tratamiento Concentracion* 24 horas 48 horas 72 horas 7 dias 15 dias
P. boldus + L. sempervirens 25 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
50 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
100 0.0 0.0 2.5 5.0 6.2
200 13.8 47.5 61.3 67.5 69.67
400 96.3 98.75 100 100 100
L. sempervirens + P. boldus 25 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
50 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
100 0.0 0.0 1.25 3.75 3.75
200 2.5 6.25 7.50 31.3 41.9
400 65.0 96.3 97.5 100 100
P. boldus + L. philippiana 25 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
50 0.0 1.25 1.25 1.25 1.25
100 0.0 0.0 1.25 5.0 5.0
200 0.0 0.0 0.0 1.25 5.0
400 17.5 63.7 70.0 97.5 97.5
L. philippiana + P. boldus 25 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
50 1.25 1.25 1.25 1.25 25
100 0.0 0.0 0.0 1.25 2.5
200 2.50 5.0 8.75 40.0 41.7
400 93.8 93.8 97.5 100 100
L. sempervirens + L. philippiana 25 0.0 0.0 0.0 1.25 1.25
50 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
100 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
200 0.0 3.75 7.50 20.0 20.0
400 36.3 46.3 78.8 97.5 97.5
L. philippiana + L. sempervirens 25 0.0 0.0 0.0 0.0 1.25
50 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
100 0.0 1.25 1.25 1.25 2.56
200 12.5 25.0 26.3 64.6 68.4
400 60.0 93.8 97.5 100 100

*mL aceite esencial kg™ cereal
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Tabla 4.- Toxicidad por contacto de los aceites esenciales de Peumus boldus, Laurelia sempervirens y Laureliopsis philippiana
evaluados en mezcla en una proporcion de 1:20 contra adultos de Sitophilus zeamais.

Mortalidad (%0)

Tratamiento Concentracion* 24 horas 48 horas 72 horas 7 dias 15 dias
P. boldus + L. sempervirens 25 0.0 1.25 1.25 1.25 1.25
50 0.0 0.0 0.0 0.0 2.50
100 0.0 0.0 1.25 1.25 1.25
200 5.0 40.0 63.8 68.8 73.8
400 97.5 100 100 100 100
L. sempervirens + P. boldus 25 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
50 0.0 0.0 0.0 1.25 7.5
100 0.0 1.25 3.75 3.75 6.25
200 12.5 25.0 28.8 40.0 41.3
400 48.8 68.8 73.8 91.3 97.5
P. boldus + L. philippiana 25 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
50 0.0 0.0 1.25 25 25
100 0.0 0.0 0.0 1.25 1.25
200 1.25 1.25 6.25 13.8 16.3
400 58.8 73.8 93.8 100 100
L. philippiana + P. boldus 25 0.0 0.0 0.0 1.25 1.25
50 0.0 0.0 0.0 1.25 1.25
100 0.0 0.0 1.25 6.25 6.25
200 2.5 5.0 7.5 50.0 58.8
400 93.8 95.0 96.3 97.5 100
L. sempervirens + L. philippiana 25 0.0 0.0 0.0 0.0 1.25
50 0.0 0.0 0.0 0.0 1.25
100 0.0 0.0 1.25 3.75 3.75
200 0.0 0.0 1.25 3.75 3.75
400 51.3 72.5 81.3 93.8 97.5
L. philippiana + L. sempervirens 25 0.0 0.0 0.0 0.0 1.25
50 0.0 0.0 0.0 3.8 5.1
100 0.0 0.0 1.25 3.8 5.1
200 6.25 12.5 17.7 73.3 79.7
400 88.8 98.8 100 100 100

*mL aceite esencial kg™ cereal
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Tabla 5.- Concentracion letal 50% (CLso) de la toxicidad por contacto de los aceites
esenciales de Peumus boldus, Laurelia sempervirens y Laureliopsis philippiana evaluados
individualmente y en mezcla en una proporcién de 1:1 contra adultos de Sitophilus zeamais.

Tratamiento CLso* S8
P. boldus 313.3 3.32
L. sempervirens 115.1 5.54
L. philippiana 157.6 3.25
P. boldus + L. sempervirens 186.9 5.97
P. boldus + L. philippiana 229.8 4.5
L. sempervirens + L. philippiana 182.3 5.2

*mL aceite esencial kg cereal S=pendiente linea dosis-probit (Ldp)

Tabla 6.- Concentracion letal 50% (CLso) de la toxicidad por contacto de los aceites
esenciales de Peumus boldus, Laurelia sempervirens y Laureliopsis philippiana evaluados
en mezcla en proporciones de 1:10 y 1:20 contra adultos de Sitophilus zeamais.

Tratamiento CLso* S8
P. boldus + L. sempervirens (1:10) 171.1 7.27
L. sempervirens + P. boldus (1:10) 216.5 6.94
P. boldus + L. philippiana (1:10) 263.2 5.74
L. philippiana + P. boldus (1:10) 206.3 6.35
L. sempervirens + L. philippiana (1:10) 24.25 5.50
L. philippiana + L. sempervirens (1:10) 180.4 8.90
P. boldus + L. sempervirens (1:20) 170.5 5.88
L. sempervirens + P. boldus (1:20) 218.9 4.72
P. boldus + L. philippiana (1:20) 241.2 5.72
L. philippiana + P. boldus (1:20) 188.0 4.42
L. sempervirens + L. philippiana (1:20) 290.2 111
L. philippiana + L. sempervirens (1:20) 158.2 5.54

*mL aceite esencial kg cereal S=pendiente linea dosis-probit (Ldp)
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Tabla 7.-indice de accion conjunta (IAC) e indice de concetracion-adicion (ICA) para la toxicidad por contacto contra Sitophilus
zeamais de mezclas de los aceites esenciales de Peumus boldus, Laurelia sempervirens y Laureliopsis philippiana evaluados en
mezcla en proporciones de 1:1, 1:10 y 1:20.

IAC1* IAC2* IACs* ICA**
Tratamiento P. boldus L. sempervirens L. philippiana
P. boldus + L. sempervirens (1:1) 1.67 0.62 - 1.14
P. boldus + L. philippiana (1:1) 1.36 -- 0.68 1.02
L. sempervirens + L. philippiana (1:1) - 0.63 0.86 0.74
P. boldus + L. sempervirens (1:10) 1.83 0.67 -- 0.77
L. sempervirens + P. boldus (1:10) 1.44 0.53 - 1.36
P. boldus + L. philippiana (1:10) 1.19 -- 0.59 0.65
L. philippiana + P. boldus (1:10) 1.51 -- 0.76 1.44
L. sempervirens + L. philippiana (1:10) -- 4.74 6.49 6.34
L. philippiana + L. sempervirens (1:10) - 0.63 0.87 0.66
P. boldus + L. sempervirens (1:20) 1.83 0.67 -- 0.73
L. sempervirens + P. boldus (1:20) 1.43 0.52 - 1.38
P. boldus + L. philippiana (1:20) 1.29 -- 0.65 0.68
L. philippiana + P. boldus (1:20) 1.66 -- 0.83 1.62
L. sempervirens + L. philippiana (1:20) -- 0.39 0.54 0.53
L. philippiana + L. sempervirens (1:20) - 0.72 0.99 0.74

IAC <1= Efecto antagonista ,IAC=1= Efecto aditivo, IAC>1=Efecto potenciador **ICA<1= Efecto antagonista, ICA=1= Efecto
aditivo, ICA>1=Efecto potenciador
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CONCLUSIONES GENERALES

1.- La mezcla del aceite esencial de P. boldus con L. philippiana en proporciones de
1:1, 1:10 y 1:20 potencian la actividad insecticida como fumigante contras adultos de S.
zeamais.

2.-Los aceites esenciales de L. sempervirens y L. philippiana en proporcion de 1:1
potencian la accion insecticida de contacto contras adultos de S. zeamais.

3.-La mezcla de los aceites esenciales de P. boldus, L. sempervirens y L.
philippiana en proporciones 1:1 y 1:10 potencia el efecto repelente sobre S. zeamais.



