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Evaluacion del efecto insecticida de hojas degeumus boldudviolina para el control de
la vaquita del olmo, Xanthogaleruca (Pyrrhalta) luteoldvller (Coleoptera:
Chrysomelidae)

RESUMEN

Se evalud el efecto insecticida de extractos e#mlms con harina de hojas de boldo
(Peumus boldus Molina, Monimiaceae) y dos solventes (agua y djanen varias
concentraciones para el control Xinthogaleruca luteola (Pyrrhalta) Muller (Coleoptera:
Chrysomelidae) en laboratorio. Se compararon haribisienidas de follaje juvenil y
maduro de boldo con ambos solventes. Se deternhipdreentaje de mortalidad de los
insectos, la concentracion letal 50% ggly la duracion de los estados de pupa y adulto.
Ademas se caracterizaron fisica y quimicamentédgas juveniles y maduras mediante
analisis proximalEl disefio experimental fue completamente al azaragc@lisis de efectos
fijos para cada uno de los solventes; para la coaopm de los estados de madurez se
utilizé un disefio bifactorial. Los extractos fuereficaces y causaron una mortalidad
promedio en adultogle X. luteola superior al 75% con hojas juvenilgs en las
concentraciones mayores, con diferencias signv@siten relacion a las dosis mas bajas.
La Clso menorfue de 1% y se obtuvo con etanol como solventesa2ladias. Los
parametros del andlisis proximal, rendimiento, hdawle cenizas y fibra cruda de las hojas
arrojaron diferencias significativas entre estadesmadurez, no asi e porcentaje de
lipidos. El desarrollo de pupas y adultos duréZl gias, respectivamente.

Palabras clave: concentracion letal, insecticiddaérbcosPeumus boldus, Xanthogal eruca
luteola.



Evaluation of the insecticide effect oPeumus boldudMolina leaf extracts for control
of elms leaf beetleXanthogaleruca(Pyrrhalta) luteola Muller (Coleoptera:
Chrysomelidae)

ABSTRACT

Insecticide effect from extracts of new and matie@ves with two solvents (water and
ethanol) from “boldo” treesReumus boldus Molina, Monimiaceae) was evaluated at
various concentration® control Xanthogaleruca luteola (Pyrrhalta) Muller (Coleoptera:
Chrysomelidae) under laboratory conditions. Inseattality (%), 50% lethal concentration
(LCs0) and theduration of pupal and adult stages were determiA&zh, newand mature
leaves were characterized physically and chemicddly proximal analysis. The
experimental design was completely randomized vaitialysis fixed effects for each
solvent and a bifactorial desigor comparison of different stages. The extractsewe
effective and they caused an average mortality @d®% ofX. luteola adults with juvenile
leafs at the highest concentratisignificantly differentin relation to the lower doses. The
lowest LGy was 1%, obtained with ethanol as solvent after tags. Proximal analysis
parameters, yield, humidity, ash and crude fibexf lpresentedsignificant differences
between stages, but nibie percentage of specific lipids. The developmentee of pupae
and adult stages were 7 and 21 days, respectively.

Key words: lethal concentration, botanieatecticides,Peumus boldus, Xanthogaleruca
luteola.



1. INTRODUCCION

Hasta el siglo XIX el arbol no fue requerido ni gieado en el espacio publico de las
ciudades hispanoamericanas. Hoy, en el milenionarbal arbolado vial ha tomado un rol
importante, que determina en gran medida la im3agenalidad ambiental de la ciudad
moderna (Saiz, 2004).

La importancia de la preservacion de la arborizacidana viene conquistando un espacio
bastante definido en la sociedad, con miras a aphar la contribucion actual y potencial
gue los arboles pueden aportar al bienestar debiagén tanto desde el punto de vista
fisiologico, como psicolégico y social, reconociéed una estrecha relacién entre
arborizacion y calidad de vida de la comunidadZS2004).

Sin embargo, el mantenimientie una condicion fitosanitaria satisfactoria emnblolado
urbano, se ha vuelto cada vez mas compleja. Etrimento del intercambio internacional
de productos es una de las caysawipales de la dispersién de organismos que anan
la sanidad de las masas vegetales.

Enlos ultimos afios se ha detectado en Chile una dendagas en plantaciones y arbolado
urbano, que afectan directamente la economia yieglebtar del pais. Entre ellas se
encuentra la “vaquita del olmo”Xanthogaleruca (Pyrrhalta) luteola Muller (Col.:
Chrysomelidae), insecto quesqueletoniza las hojas de los olmoénfus spp.), especies
utilizadas en espacios urbanos con fines ornanesntdtste insecto puede desfoliar
totalmente estos arboles, comunmente en verampddosdebilita y deja vulnerables al
dafio por otros insectos (De Lifian, 1998).

Figura 1.Xanthogaleruca luteola. (A) Estados de desarrollo (larva y adulto). (B)i&e de olmo
dafiado por la plaga.



X. luteola se desarrolla en una metamorfosis completa, cemdjlarva, pupa y adulto, y
suele tener dos generaciones al afio (Mu#iat., 2003). Segun las condiciones climaticas
puede existir una tercera generacion o pdetella. Debido a que el periodo de puesta tiene
una duracion cercana a un mes, es corriente geacsentren al mismo tiempo huevos,
larvas y adultos (Romanik y Cadahia, 2002).

Durante su estado larvario, los insecties/oran el parénquima verde de las hojas, sin
consumir la epidermis del haz, y dejan las nergiaes intactas. A |a8-4 semanas desde
su nacimiento se desplazan a lo largo de las rgntiasico para pupar, estado en el cual
permanecen alrededor de diez dias (De Lifian, 129@go de invernar, y una vez llegada
la primavera, los adultos dé luteola inician su actividad, se alimentan lds hojas, en las
que produceragujeros irregulares (Mufict al., 2003). Es frecuente encontrar hojas con
ambos tipos de dafio simultdneamente, es decirs lsoja dafios producidos por larvas y
adultos, lo que indica un traslape de generacigda@skson y Jackson, 2008). Al poco
tiempo de este daflos adultos se aparean y la hembra inicia la pu@dtdioz et al.,
2003). Los huevos son depositados en el envés glddfms, en grupos de cinco a
veinticinco huevos; cada hembra pone en promee@icudtrocientos a setecientos huevos.
El periodo medio de incubacion es de ocho dias @Rdny Cadahia, 2002).

El primer registro de&X. luteola en Chile data de abril de 1982, de un ejemplaRigrgue
(Quintero) (Jackson y Jackson, 2008). En 1994 feteatado en forma masiva en las
Regiones de O’Higgins, Bio-Bio y Metropolitana. BErarzo de 2005 se le encontro
infestando olmos en la Region del Ma(BAG, 2005), lo que indica su rapida dispersion.
La Region Metropolitana ha sido invadida en vadasus comunas, y a la fecha no existe
una solucién técnico-economica factible de apleratas areas urbanas, con un criterio de
manejo sostenible de plagas.

Una de las principaleg®gcnicas de control de plagas es el uso de ingagicuimicos, los
gue, sin embargo, tienen efecto negativo sobresdoss humanos y el ambiente. Por ello,
en el ultimo tiempo se ha generado una tendenaiaa Ha elaboracion de insecticidas
naturales en base a los componentes activos denteabavegetal.

Las plantas han evolucionado por mas de 400 mgloeeanios, y para contrarrestar el dafio
de los insectos han desarrollado mecanismos qusndieqroteccion con efecto similar al
de la accion insecticida. EI hombre los ha explotadmo herramienta en el manejo de
plagas, cuando descubrié que los aceites, cendesechos de extraccion, extractos,
humos, jugos, polvos, y resinas de algunas plaatagudaban a proteger sus cultivos. Sin
embargo, estas herramientas fueron desplazadaslopoinsecticidas inorganicos y
posteriormente érgano sintéticos (Silva y Hepp,3200

Para utilizar una planta con fines insecticidasbasta con que ésta sea prometedora o0 que
sus propiedades insecticidas estén comprobadamas se debe hacer un analisis de riesgo
al ambiente ya la salud, considerando que el vegetal no se etreuen vias de extincion,
sea dificil de encontrar o que su utilizacion irgpé alteraciones importantes a su densidad
en la naturaleza. Para que el usoude planta insecticidao implique un deterioro al
ecosistemaseria ideal que tuviera las caracteristicas sitgsenser perenne, estar
ampliamente distribuida y en grandes cantidadetaamturaleza, o bien que se pueda



cultivar, usar érganos renovables rapidamente, doopas, flores o frutos, y evitar el uso
de raices y corteza; que requiera poco espacia, thadnanejo, escasa agua Yy fertilizacion,
no constituya una maleza para plantas de impogaretondémica, tenga usos
complementarios (como medicinales), y sea efeetidasis bajaéSilvaet al., 2001).

Gran parte de las especies de plantas que seantdi la proteccion vegetal exhiben un
efecto insectistatico mas que insecticida, es dédiiben el desarrollo normal de los
insectos (Pascual, 1996). Los compuestos antialaries en los sistemas de manejo
integrado de plagas pueden resultar muy Utiles cooroplemento o alternativa a los
sistemas clasicos de control. Esta es otra formeodgibuir a la reduccién en el uso de
insecticidas poco recomendables debido a su pamsiat y toxicidad potencialesn el
medio (Zapateet al., 2006). La alimentacion de los insectos fitéfagasirre en varias
etapas; orientacion hacia la fuente de alimentacidrueba, ingestion, digestion,
asimilacion y excrecion. De este modo, la inhibicide la alimentacion causada por
compuestos insectistaticos e insecticidas vegetalesiste en evitar que la alimentaciéon se
efectie de manera normal en por lo menos una ds &mes (Rodriguez, 2000; Silva y
Hepp, 2003).

El boldo, Peumus boldus Molina (Monimiaceae) es un arbol siempreverde snce de
Chile, de hasta 20 m de altura, que se caractgozau copa globosa verde muy oscuro. La
fragancia de sus hojas es muy caracteristica, prodie los aceites esenciales sintetizados
por esta especie (Vogetlal., 2005).

El boldo es abundante bajo wégimen de clima mediterraneo, donde forma partéade
estructura de los matorrales costeros y bosquédsr@iios de la zona central (CONAF,
1998). Aunque tiende a formar poblaciones purasergémente se mezcla con otras
especies, también esclerdfilas, colithrea caustica (Molina) Hook. et Arn.,Quillaja
saponaria Molina o Cryptocarya alba (Molina) Looser (Gajardo, 1994). Su alta capatida
de rebrote del tocon ha permitido una explotaci@siva de las plantas silvestres durante
décadas, por lqueen su habitat natural se encuentra mas en fornaaldsto que como
arbol (Vogelet al., 2005).

P. boldus es una especie que tiene una excelente capacelagigdneracion, incluso en
areas quemadas. El sitio en que crece siempreot=ads y, en los suelos de secano, la
unica humedad edafica disponible proviene de agwaas (CONAF, 1998).

El boldo es una planta altamente valorada nacienaternacionalmente por sus efectos
medicinales, lo que ha llevado a que desde comsedebsiglo pasado esté recibiendo la
atencion de naturalistas y cientificos (Hoffmahal., 2003). La demanda internacional de
follaje de boldo ha experimentado un constante atoneexportandose en el 2005
alrededor de 1.500 ton de hojas secas, lo quespamele al doble del volumen exportado
durante 1985-1991 (Vogelt al., 2005).

Ademas las hojas del boldo tienen propiedadestiogis sobre algunos insectos (Siéta
al., 2005; Pérexrt al., 2007), por ejemplosobre el gorgojo del maigtophilus zeamais
Motschulsky (Col., Curculionidae), caniveles de control cercanos al 100% (Siétal.,
2005).



Zapataet al. (2006) evaluaron el efecto antialimentario deabajle boldcen larvas de
tercer estadio dé&podoptera littoralis Boisduval (Lep., Noctuidae), tras afiadir hojas
molidas a la dieta atrtificial, y concluyeron qus lnsectos pudieron discriminar facilmente
Su presencia, y consumieron en menor medida eéatmrtratado que @lo tratado.

Los principios activos mas importantes del bolda afrtaloides isoquinoleinicos, aceite
esencial y flavonoides (Van Ginkel, 1999). El 2888 del aceite esencial estd conformado
por el compuesto toxico ascaridol (Vogeal., 2005).

El aceite esencial de las hojas de boldo se emeuentconcentraciones entre 1-3 mL/100g
de materia secay contiene principalmente ascaridol, cineol, limomey terpineol-4-ol
(Vogel et al., 1997).0tros componentes de las hojas de boldo son: a&sjctaninos,
cumarina, acidos organicos como el acido citric@glaio de calcio, materias minerales
cuya mitad son hidrosolubles, como manganeso oépietsina y goma (Van Ginkel, 1999).

Para liberar y aprovechar los componentes actiwdasl hojas dé. boldus con fines
insecticidas, éstas deben triturarse. Las propexiddl follaje que se pueden aprovechar no
son estables durante el afio. En mayo la eficasicticida es menor (Péreizal., 2007).

En este mes comienza la floracionRiéboldus, por lo que la produccion de flores explica
en cierta medida que bajen los nivaleseficacia del efecto insecticida (Vogehl., 2005).

Con la finalidad de aportar al desarrollo de nuefusmstes insecticidas y optimizar el
control selectivo se evalua capacidad insecticida de extractos de hojd 8eldus sobre

X. luteola, para contribuir a la sanidad de los olmos comtepdel arbolado urbano. Este
estudio se hizo en etapas, que incluyel®@nobtencién y caracterizacion por analisis
proximal del material vegetal de boldo, la colegteria deX. luteola y la elaboracién de
extractos, los que se evaluaron mediante bioensheytaboratorio y el uso de herramientas
matematicas y estadisticas.



2. MATERIAL Y METODO
2.1 Material

El material vegetal utilizado en el estudio cormgpo a hojas dé. boldus, extraidas
desde arboles ornamentales de dicha especie, astuad la Facultad de Ciencias
Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de CE&24'27" S, 70°37'59” O), en el
sector sur de la ciudad de Santiago, Comuna deritara.

También se colectaron individuos e luteola en la Comuna de Maipu (33°30'40” S,
70°46'3" O), Santiago, Region Metropolitana.

2.2 Método

Para el estudio ssonsideraron cincetapas: (1) recoleccion de las hojas y procesamient
(2) analisis proximal, (3) colecta y cria Heluteola, (4) elaboracion de extractos, y (5)
evaluacion del efecto insecticida.

2.2.1 Recoleccion de hojas y procesamiento

El follaje deP. boldus se colecté al azar, desde las ramas bajas hagtat&asuperior del
arbol. Las hojas (3 kg) se llevaron al laboratal@oQuimica del Depto. de Agroindustria y
Enologia de la Facultad de Cs. Agrondmicas de ldelChile. Este material se separ6 entre
hojas juveniles (ubicadas en los extremos de laasade color verde claro y consistencia
mas blanda) y maduras (comparativamente mas dutasglor verde oscuro) y se seco en
una estufa de aire forzado (Thelco, Modelo 18)°€4fbr 48 h. Posteriormente las hojas se
trituraron en un molino de grano eléctrico, hastavertirlasen harina.

2.2.2. Andlisis proximal

Con una porcién de harina (2.2.1) se hizo un a@eales caracteristicas fisicas y quimicas de
las hojas juveniles y maduras. Las caracteristinatizadas fueron (AOAC, 1984):

* Rendimiento: la pérdida de material se determimp@rdir de la diferencia entre el
peso de las hojas humedas y el follaje triturado.

* Humedad: se determin6 mediante secado en estud@aléorzado a 100°C hasta
obtener un peso constante.

» Lipidos: el contenido de aceite se obtatravés de extraccion con el solvente éter
de petrdleo, con un extractor Soxlet.

» Fibra cruda: se determindé mediante hidrdlisis agidesica, con acido sulfarico e
hidroxido de sodio, respectivamente, siempre emerdal, utilizando un filtro
Whatman.



* Cenizas: se obtuvieron al calcinar totalmente latenis organica mediante
incineracion en mufla (Heraeus, Modelo: KR170) &°%5 quedando como
remanentdéa materia inorganica.

2.2.3. Colecta y cria de insectos

Los insectos se colectaron como larvas de ultinstadés deX. luteola, desde distintos
arboles de olmo durante el verano de 2008, épota@ral dicha especie vegetal puede ser
totalmente defoliada por vaquita del olmo (De Lifik®08).

Las larvas se trasladaron en bolsas de tufataje de olmo como alimento, al Laboratorio
de Entomologia Forestal del Departamento de Sili de la Facultad de Ciencias
Forestales de la Universidad de Chile, lugar disfupara su crianza. Las larvds X.
luteola se pusieron en placas Petri con papel filtro erbdae humedecido con agua
destilada y hojas frescas de olmo como alimentadic@mnes necesarias para su desarrollo,
hasta alcanzar el estado de pupa. A las pupassedis aporté humedad, ademas de una
cubierta de hojas para generar condiciones dellrajaosidad. Al emerger, los adultos se
alimentaron con hojas frescas y se utilizaron comaterial base en los bioensayos. Tanto
las larvas como los adultos se mantuvieron en cawmls naturales de luz, con una
temperatura de 21,5 + 3,4°C y una humedad relda\@il + 4 %.

Dentro del estudio se hizo seguimiento de la duracion de los estados de paglalyo de
X. luteola en las condiciones de laboratorio sefialadas paredfo anterior, para 7 cohortes
de 5 individuos cada una.

2.2.4. Elaboracion de los extractos

Los extractos se elaboraron usando la harina al#teem el Laboratorio de Quimica del
Depto. de Agroindustria y Enologia, perteneciente Bacultad de Cs. Agronémicas de la
U. de Chile, con dos solventes, agua y etanol agiasconcentraciones del extracto.

Al preparar los extractos se determind una propartiase para preparkas mezclas de
agua-harina de boldo y etanol-harina de boldo. gbuge la obtencién del sobrenadante y
de acuerdo a los sodlidos solubles que quedaron |eexteacto, se calcularon las
concentraciones a utilizar, que se prepararon pacidn de éste. Las concentraciones se
determinaron en unidades de medida peso/volumehy(posteriormente se transformaron
a unidades peso/peso (p/p). Finalmente, las camosmespara el solvente agua fueron:
2,5;3,6;3,9;4,2;45y5,0% p/p, y para eta@B@®; 3,2; 4,3; 5,7, 6,8 y 7,1% p/p.

Ademasse hicieron extractos acuosos y etanélicos de hogduras dé. boldus, en las
siguientes concentraciones: 3,6; 3,9y 4,5% p/agera y 4,3; 5,7 y 6,8% p/p en etanol.

2.2.5. Evaluacion del efecto insecticida

La capacidad insecticida se evalu6 mediante bigessde laboratorio con ejemplares
adultos deX. luteola de no mas de cinco dias desde su emergencia, adxemrin
laboratorio. Se evaluaron las concentraciones m@tadas para cada uno de los solventes



(agua y etanol), con cinco repeticiones, mas Istiges (hojas de olmo sélo con solvente,
agua o etanol, segun corresponda).

Las unidades experimentales fueron placas PetriScadultos deX. luteola, con papel
filtro humedecido en su base y una hoja frescalah®,ocon el peciolo cubierto con un
algoddén humedo (Folciat al., 2005). En cada tratamiento se usé una conceétrac
diferente y se dej6 un tratamiento testigo dondsensuministré extracto. La aplicacion del
producto obtenido sobre las hojas de olmo utiliggolra alimentar a los insectos se hizo
por inmersion de éstas en las distintas diluciaetgxtracto, por un periodo de 30 s.

Ademas, se evaluaron extractos acuosos y etandedsojas jovenes y maduras Ee
boldus, en varias concentraciones, para un analisis c@tiypa segun las mortalidades
obtenidas poK. luteola.

La mortalidad de los insectos se evalué diariamelnds promedios de mortalidad se
calcularon con su respectivo error tipico (E.T.pslresultados se ajustaron mediante
funciones matematicas para identificar aquella adecuada y con ella obtener lasgL
(concentracion letal para matar al 50% de los iddns), calculada mediante analisis
Probit (Robertsomt al., 1984). El ajuste de los resultados al model®iPez verificocon
una prueba de Ch{x?).

Al concluir la etapa experimental, los resultaddédenidos se sometieron a analisis de
varianza. Para su normalizacion, los valores ptuedes se transformaron previamente a

arcoseno+/ X /100. En ambos solventes se hizo un estudio que c@hbeum analisis a
base de un modelo de efectos fijos para garantzealidez del estudio al comprobar la
efectividad del testigo en los bioensayos. Erolamaracion entros diferentes estados de
madurez, se utilizaun disefio bifactorial, donde los factores fuerortdacentracion del
extracto y la madurez de las hojas. Por ultimo,ndoase encontraromiferencias
estadisticas, se hicieron pruebas de Tukey pargpamaciones multiples de medias,
utilizando el programa estadistico InfoStat versd009 (INFOSTAT, 2009).



3. RESULTADOS
3.1. Caracterizacion fisica y quimica de las hojade P. boldus
Los resultados del analisis proximal de las hogB.dboldus se presentan en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Andlisis proximal de hojas juveniles ydmas deP. boldus,

Promedio+ DE

Analisis efectuados (%)

Hojas juveniles Hojas maduras
Rendimiento 21,75 + 1,06a 41,53 +2,87b
Humedad de las hojas 64,85+ 2,7a 58,43 + 0,48b
Cenizas 9,21 £ 0,64a 15,95+ 0,03b
Lipidos 4,83 = 0,86a 6,56 £ 0,782
Fibra Cruda 13,55 = 0,56a 10,0+0,0b

Medias con letras diferentes en forma horizontidin estadisticamente por la prueba de Tukey Q,05)
D.E.= Desviacion Estandar.

El rendimiento promedio obtenido para ambos estades madurez de las hojas
correspondio al porcentaje final de peso del prmdudlizable en relacion al peso de las
hojas en verde, contemplandose un mayor proveclkbraaterial adulto (Cuadro 1).

El contenido de humedad fue mayor en las hojasijless loque se observo a simple vista,
debido a suconsistencia mas blanda gies hojas maduras. Ademas, este parametro
presento diferencias significativas una vez het¢lam&isis estadistico (Cuadro 1).

La determinacion de los lipidos, es decir, el codi@ de aceite presente en el follaje
(AOAC, 1984), no arrojo undiferencia significativa entre los dos estados @elumez de
las hojas. Sin embargo, en el material vegetal mealdubo una significativamentaayor
proporcion de cenizas (6,7%) que en el juvenilntngs que en el analisis de fibra cruda, la
proporcionfue significativamente mayor en las hojas juveniggperando en 3,5% el nivel
alcanzado etas hojas maduras (Cuadro 1).

3.2. Propiedades insecticidas de los extractos

El efecto de los extractos desdeboldus sobreX. luteola se distingue claramente por la
mortalidad alcanzada en los bioensayos, donde ls@am@n diferentes concentraciongs
sustrato. Ademas, en telstigo, sélo con aplicacion de solvente, la acdiéinagua y etanol
por si solos no causaron la muerte de los insectos.

3.2.1 Extractos acuosos de hojas de P. boldus

En el Cuadro 2 se presentan las mortalidades pliosdd adultos + E.T. d¢ luteola, por
efecto de los diversasxtractos acuosos de hojas juvenileg’dboldus evaluados. Dichas
mortalidades estuvieron relacionadas directameante la concentraciorutilizada, con
diferencias significativas entre los controles ga® las concentracionéépéndice 1).
Cabe destacar que con una concentracion de sélos®@lcanz6 una mortalidad promedio
cercana al 60%.



Cuadro 2. Mortalidad promedio (%) + E.(error tipico) de adultos d¥. luteola por efecto de
extractos acuosos de hojas juvenile®daoldus para variagoncentraciones.

Extractos (% p/p)
Testigo 2,5 3,6 3,9 4,2 4.5 5,0

13,1+09a 30,7+3,7b57,9+3,4¢ 59,2+3,4¢c 69,3+36cd 819+23d78,7+4,2d
Medias con letras diferentes en forma horizontidin estadisticamente por la prueba de Tu&ey(,05).

Las observaciones periédicas indicaron que la hidath de los adultos d¥. luteola fue
paulatina, y alcanzé 4l00% a las 180 horas (7 %2 dias) con la mayor coramedon (5,0%)
(Figura 2).
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Figura 2. Mortalidad promedio de adultosXlduteola en extractos acuosos karas,por efectode

extractos desdeojas juveniles d@. boldus en variaconcentraciones. Medias con letras diferentes

difieren estadisticamente segun la prueba de T{gke,05).

La mortalidad promedio alcanzada en los bioensdgasge se evalud el efecto de extractos
elaborados con hojas maduras fue levemente merdagcausadas por extractos acuosos
desde hojas juveniles en las mismascentraciones, aunque igualmente fueron supsriore

al 50%, lo que resulta bastante efectivo. La baja alidetd alcanzada el testigo fue



menor, segun el analisis estadistico, a la obtemdbs demas tratamientos con diversas
concentraciones del extracto de harina de boldad@u3).

Cuadro 3. Mortalidad promedio (%) £+ E.T. (errond@) de adultos d&. luteola por efecto
de varias concentraciones de extractos acuosogjae aduras de. boldus

Extractos (% p/p)
Testigo 3,6 3,9 4,5

128+18a 525+39b 55,5+4,2 bc 69,6 04,6
Medias con letras diferentes en forma horizont@idin estadisticamente por la prueba de Tukey(,05).

Los extractos acuosos elaborados con hojas madarakanzaron el 100% de mortalidad
en el tiempo de duracion de los bioensayos (Figlr&n ninguna de las concentraciones
evaluadas, lo que corrobora la incidencia de lsntias dosis, ya que en las utilizadas para
hojas juveniles, si existi6 mortalidad total, entéimo periodo de evaluacién y con la
concentracion mayor (5,0%; Figura 3).
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Figura 3. Mortalidad promedio de adultosXiduteola en extractos acuosos en horas, por efecto de
extractos desde hojas madurad?dboldus en varias concentraciones. Medias con letras difegent
difieren estadisticamente segun la prueba de T{gke,05).
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3.2.2 Extractos etanolicos de hojas de P. boldus

La mortalidad promedio de adultos ¥duteola por efecto de extractos etandlicos de hojas
juveniles presentarodiferencias significativas (P<0,05) en comparaaon los testigos
(Apéndice 1), no asi entre las concentraciones may@uadro 4).

Cuadro 4. Mortalidad promedio (%) + E.T. (errori¢@) de adultos de&. luteola por efectos de
extractos etanolicos de hojasenilesdeP. boldus para variagoncentraciones.

Extractos (% p/p)
Testigo 2,9 3,2 4,3 5,7 6,8 7,1

10+x41a 489+157ab88+11,8ab72,2+11,8b789+10,60 823+8b878+7,2Db
Medias con letras diferentes en forma horizontidin estadisticamente por la prueba de Tu&ey(,05).

En la Figura 4 se presentan las observacipeg®dicas de los bioensayos con extractos
etanolicos de hojas juveniles Beboldus, que indicaruna mortalidad mas rapida que los
extractos acuosos. El 100&te mortalidad se alcanzd con las mayores concémes
evaluadas en 60 h (dos dias y medio). Este meampt de respuesta demuestra una
mayor accion insecticida de la harina de bold@ahsezclada con etanol como solvente.
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Figura 4. Mortalidad promedio de adultosXiduteola en extractos etanolicos en horas, por efectos
de extractos desde hojas juveniles Rleboldus en varias concentraciones. Medias con letras
diferentes difieren estadisticamente segun la prdebrukey = 0,05).

Al utilizar hojas maduras dB. boldus en la aplicacion de tres concentraciodedintas
sobre adultos d&. luteola se produjo una menor mortalidad promedio, al igys al
utilizarseagua como solvente (Cuadro 5).

Cuadro 5. Mortalidad promedio (%) + E.T. (errorid@) de adultos de&X. luteola por efecto de
varias concentraciones dgtractos etanolicos de hojas maduraP.dmldus.

Extractos (% p/p)
Testigo 4,3 5,7 6,8

7,7x2a 544 +11,3Db 67,7+12Db 78,8+109Db
Medias con letras diferentes en forma horizontidin estadisticamente por la prueba de Tu&ey(,05).

El 100% de mortalidad se produjo con la concerdrachayor(6,8%) a las 60 h. Los
testigos presentaron una tasa de mortalidad sigtifamente menor en todas las
observaciones (Figura 5).
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Figura 5. Mortalidad promedio de adultosXiéuteola en extractos etandlicos en horas, por efectos
de extractos desde hojas madurasPdeboldus en varias concentraciones. Medias con letras
diferentes difieren estadisticamente por la prugb@ukey ¢= 0,05).

Para determinar la influencia del grado de maddeetas hojas de. boldus se hizo una
comparacion entre el follaje juvenil y maduro, cambos solventes, agua y etanol, en

concentraciones 3,6; 3,9 y 4,5 % p/p (Cuadro 3%,3; 5,7 y 6,8% p/p (Cuadro 5),
respectivamente.

El analisis estadistico bifactorial para la compia de estados de madurez no encontrd
diferencias significativas entre hojas juvenilesmaduras, por lo tanto, este factor no
determiné un menor o mayor grado de mortalidadosnalddultos deX. luteola. Por el
contrario, los efectos de las concentraciones esitafon la mortalidad del insecto en el
analisis de los diferentes estados de madurezidgosr&on agua. Sin embargo, al utilizar
etanol y hacer una comparacion entre follaje madprfuvenil, ambos factores no
obtuvieron diferencias significativas (Apéndice 2).
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La efectividad de los extractos tuvo una relacidreaiamente proporcional con la
concentracién suministrada en los bioensayos, amtdipntemente del estado de madurez
de las hojas y del solvente utilizado.

El efecto causado por la concentracion del extraeteexplica por la toxicidad de los
componentes de las hojas de boldo que causan da@dansectos al ingerirlo, pero ademas
a la accion antialimentaria, que se manifestdé enraduccion del area foliar devorada y al
alejamiento de los insectos de las hojas de olatadas, comportamientos que marcaron
diferencia con los testigos.

3.2.3 Determinacion de la G

Segun el andlisis Probit, la glal segundo dia de evaluacién fue inferior en ldgaetos

de hojas juveniles que das de follaje maduro d@. boldus, lo que indica una mayor
efectividad en el material vegetal inmaduro, pohetho de requerir una menor dosis de
extracto para causar la misma mortalidad (50%psénidividuos.

Con respecto a los solventes utilizados, en ambtal@es de madurez etanol tuvo una
menor Clsg, 1,2 y 2,3% con hojas juveniles y maduras, resgeoente, 1o que significa
gue estos extractos fueron mas efectivos para caustalidad en los adultos dé luteola
(Cuadro 6).

Cuadro 6. Cky de los adultos d&. luteola ante extractos de hojas juveniles y madura®.de
boldus al segundo dia de aplicacion, segun prueba detProbi

Tipo de hojas Extracto Pendiente + DE Cko (% p/p) XZ
Juveniles Agua 82,84+7,6 3,7 9,90
Etanol 24,11 + 4,54 1,2 0,92
Maduras Agua 77,3+17,8 4,0 0,69
Etanol 42,5 + 8,5 2,3 0,38

El estimadoix® calculado fue menor al valor tabulado, por lo @lahodelo Probit se ajustd a los resultados
experimentales.

La mortalidad deX. luteola causada por las concentraciones evaluadas cavolesntes
agua y etanol se presentan en la Figura 6, donderdiema la efectividad de los extractos
en las concentraciones mayorgsl efecto permanentemente mayor de los extrawns
etanol en comparacion con aquellos obtenidos coa.ag
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Figura 6. Representacion gréfica del analisis iPdzbla mortalidad d&. luteola tras la aplicacion
de varias concentraciones de extractos desde hojagiles (A) y maduras (B) dB. boldus
obtenidos con agua y etanol.

3.3. Duracion de los estados de pupa y adulto de luteolaen laboratorio.

De las 7 cohortes d¢ luteola se determind que la duracion promedio de las piygade 7
d y la de los adultos de 21 d, bajo condicionelableratorio (Cuadro 7).

Cuadro 7. Duracion (dias) de estados de desadelfmpas y adultos dé luteola en laboratorio.

Duracioén (d)

Cohortes
Pupas Adultos
Ci 7 23
C2 6 22
C3 7 23
C4 8 22
C5 7 17
C6 7 16
C7 8 21
Promedios 7 21
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4. DISCUSION
4.1. Caracterizacion fisica y quimica de las hojade P. boldus.

Al igual que en el estudio dehiffelle et al. (2009) con hojas délelia azedarach Linnaeus,
el contenido de humedad en las hojas juverl&PR. boldus fue mayor que en las hojas
maduras.

Los niveles decenizas vy fibra crudpresentaron diferencias entre los estados de nmadure
del follaje de boldo, al contrario de lo sucedido M. azedarach en el estudio de Chiffelle

et al. (2009). La proporcién de cenizas obtenida en tesbajo conP. boldus fue similar

en ambos estudios. Sin embarga,P. boldus el porcentaje de cenizas fue mayor en las
hojas maduras, mientras que Mn azedarach los niveles mayorese obtuvieron de las
hojas juveniles.

El porcentaje de lipidos en hojas de boldo no ardiferencias significativas entre los
diferentes estados de madurez. No ocurrié lo mismi. azedarach (Chiffelle et al.,
2009), donde la diferencia entre follaje juveningduro alcanzé el 60%, con un nivel de
1,08% para el ultimo estado mencionado.

4.2. Propiedades insecticidas de los extractos

El efecto obtenido a partir de los tratamientoduados se puede considerar prometedor
con ambos solventes. Los resultados dejan de restuifgue la accién insecticida causada
por la harina de boldo es significatiyase verifica al observda baja mortalidad efos
testigos.

Al comienzose privilegio el uso de hojas juveniles y prefezemgnte con exposicion al sol,
debido al efecto que causaria este tipo de matexigdtal por encontrarse en la edad y parte
de la planta donde se localiza la mayor concerdnage compuestos activos (Graessl .,
1985). Sin embargo, una vez incluido el follajedom@ en el estudio y al compararlo con
los extractos elaborados con hojas juveniles, nensentraron diferencias significativas,
aungue al analizar las evaluaciones en ambos saspsiede observar una tendencia de
mayor mortalidad al utilizar hojas jévenes, perosistento estadistico.

P. boldus fue una de las cinco plantas promisorias dogel4 extractos (desds plantas)
evaluados por Silvat al. (2003a), por causar una mortalidad superior al 49%ana
concentracion del 1% p/p. Al igual que @mresente estudio, la mortalidad alcanzada por
extractos déoldo fue cercana al 100%, aunque la concentramiaiuada fue allimenor.
Posteriormente, Silvet al. (2003a) evaluaron la harina de boldo en mezclacenbonato

de calcio, pero a diferencia de otras plaetzsuadas, el efecto no mejoro, ocurriendo sino
todo lo contrario, probablemente por su incompladiésdl 0 porquesus componentes no
permitieron una mezcla homogénea. Por lo tanforeslentérabajocorrobora la eficiencia
del uso del polvo de boldo (sin mezclarse con eknail inerte).

Tras una evaluacion de 23 plantas en polvo pacarglol deStophilus zeamais, Silva et

al. (2005) concluyeron que las harinas con mejoredtegiis de mortalidad se obtuvieron
con Chenopodium ambrosioides L. y P. boldus, con 65,8 y 99,3%, respectivamente, a una
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concentracion de 1% p/p. La eficacia alcanzaddabiarina evaluada en individuos Xe
luteola tuvo buenos resultados con ambos solventes uligzaagua y etanol, en dosis
superiores a 2% p/p. La diferencia entre los lsagos evaluados y los citados radica en la
forma de aplicacion de la harina de boldo. Emlameros, el polvo del material vegetal se
mezcldocon lossolventes agua y etanol, quedando un extractallqunientras que para los
citados, la harina de boldo se aplicé directameaarieestado sélido, para controlar la plaga
indicada.

La mortalidad promedio obtenidzon la harina dé°. boldus a base de follaje nuevo y
solvente acuoso fue superior al 50% a partir debeto de 3,6% p/p de concentracion. El
extracto de menor concentracién (2,5% p/p) no abtdi¥erencias significativas con el
testigo, por lo que se le considera insuficigrdea este tipo de aplicacion. Al utilizar etanol
como solvente se encontr6 una igualdad estadistitee los diversos tratamientos
evaluados; sin embargo, hubo diferencias signifiaat entre las mortalidades de los
bioensayos suministrados con las distintas cormantres del sustrato y el testigo solo con
aplicacion de solvente.

Las mortalidades en el actual trabhjeron proporcionales al aumento de la concentnacio
aplicada en los bioensayos, que emdaina disuelta en agua alcanz6 una mortalidad del
100% el dia &n el extracto mas concentrado (5,0% p/p). Coroktehefecto de maxima
mortalidad también se alcanzé en los extractodawooncentracionasayores, pero a las
60 h, es decir, al tercer dia de evaluacion. bsaetos elaborados con etanol obtuvieron
efectos de mortalidaé@n un menor periodo de tiempo, probablemente pomdsgor
solubilidad que tienen los componentes organicostanol, solvente de menor polaridad
que el agua (Weast al., 1965).

Para Pérext al. (2007), la concentracién constituyé un factor fante puesto que sélo
aquella correspondiente a 2% p/p de extracto®.deoldus, la mayorevaluada en su
estudio, obtuvo, durante todo el periodo de evaunacuna toxicidad >90% de los
individuos deS. zeamais, o que concuerdeon los presentegsultados en bioensayos con
X. luteola y dossolventes, ya que las mayores concentracionesroausi@ampre una mayor
mortalidad, que bordeoé el 80%. La mayoria de tess@valuadas alcanzaron mortalidades
promedio superiores al 50%, exceptio las concentraciones de 2,5y 2,9% p/p dilughas
agua y etanol, con mortalidades promedio de 30,88,93%, respectivamente, diferente
significativamente del testigen el segundo caso.

El poder insecticida dé°. boldus logré 100% de mortalidad d& zeamais en las
concentraciones de 1 y 2% p/p en el estudio dea&thal. (2006), quienes ademas de
utilizar material vegetal, incluyeron la aplicacide polvo inerte y cal, en sus bioensayos.
Los tratamientos de 0,1, 1 y 2% p/p se aplicamlistintas proporciones de bolgaoal, y
también se evalu6 cada ingrediept® si solo. Unicamente los dos Ultimos tratamignto
alcanzaron mortalidades superiores al 50%, en w@Rsombinaciones, en contraste con la
concentracién de 0,1%, en la que ningun tratamisaperd ese nivel de mortalidad. Esto
coincide con los resultados tke aplicacion de extractos ef luteola, debido a que las
menores concentraciones, de 2,5 y 2,9% p/p, en g§getanol respectivamente, no
superaron el 50% de mortalidad, mientras que &arnrientos restanteslsihicieron.
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El efecto antialimentario de hojas &e boldus, Maytenus boaria Molina y corteza de
Quillaja saponaria Molina fueron evaluados por Zapat¢h al. (2006) sobreSpodoptera
littoralis, sobre la que causaroma pérdida de peso significativo en larvas negrlatgo

de 15 dias (d) de tratamiento. Las larvas delrobpesaron mas de 600 mg, mientras que
las tratadas con diferentes plantas no superasfhdang. El poder antialimentario Be
boldus también se desprende de las observaciones efastaadantdas aplicaciones de
extractos acuosos y etandlicos de follaje de baldayjna menor area foliar ingerida por los
adultos deX. luteola, al compararla con las hojas de olmo que alimamtablos testigos;
ademas de la distribucion espacial que adoptarsnnidividuos en efollaje de olmo
impregnado con el material insecticida elaboradmlacvez mas distante a medida que
pasaban los dias de bioensayo.

Al afladir a la dieta d&. littoralis las especies vegetales al 4% p/p, la mortalidaciia a

los 24 d de tratamiento supero el 80% y a los k3 dres especies vegetales aplicadas en la
dieta causaron la muerte de todos los individu@péfaet al., 2006). Las evaluaciones
sobre adultos de&. luteola con extractos acuosos de boldo en una concedrtracuy
cercana a la anterior (3,9% p/p) arrojaron resaftackrcanos al 80% de mortalidad a las
180 h, es decir, el dia 8.

La CLsp en los extractos acuosos desde hojas juvenileadyras de boldo fue 3,7 y 4,0%
p/p, respectivamente, al segundo dia de evaluaEidreste mismo periodo de tiempo las
concentraciones evaluadesn follaje juvenil y maduro, en mezcla con etandtuvieron
Clsode 1,2 y 2,3% p/p, respectivamente. Los resultadtbgegados por el analisis de Silva
et al. (2003b) estimaron una Gi.de 7,4 g kg, cercana al 8% p/pn 15d. Ante este
escenario, las concentraciones obtenidas en edngesstudiopara alcanzar las Gide X.
luteola fueron significativamente menores que en el estalado, un resultado 6ptimo y
promisorio.

Debido al efecto insecticida d® boldus, asi como por su efecto antialimentario, ademas
de ser una especie nativa con uso potencial, s¢eéesante seguir con esta linea de
investigacién, profundizando la posible utilizacid® compuestos derivados de la biomasa
de este vegetal en el manejo integrado de éstagpihgas.

4.3. Duracion de los estados de pupa y adulto ¥e luteolaen laboratorio.

La duracion del estado de desarrollo deuga (7 d) fue similar al periodo diempo
determinado pofFolcia et al. (2005), quienes obtuvieron un promedio de 7,2%id.
embargo, este periodo es levemente menor a loglé@dracion del estado pupal, segun lo
registrado pobe Lifian (1998) y Romanik y Cadahia (2002).

En su estudio sobre elesarrollo de losestados juvenilesnmaduros deX. luteola a
diferentes temperaturas, Kimgyal. (1985) encontraron una duracién de 6,4 d pafasa
pupal, dentro de un intervalo de 22 a 29°C. Edif@sencias con los actuales resultados
pueden explicarse porgue el rango de temperattitaado aquifue levemente inferior (18

a 25°C), lo que alarggu desarrollo.

La vida del adulto duré considerablemente menosdj2jue los 26,29 d registrados por
Folciaet al. (2005) (26,29 d). Sin embargo, al comparareshfio de desarrollo del adulto
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de X. luteola encontrado por Hall (1986), d&5,7 d, se observa un tiempo menor al
obtenido en este estudio, por lo que es posibieluir que el periodo de vida del estado
adulto de este insecto es muy variable en relacidrntemperatura.

19



5. CONCLUSIONES

Los extractos de hojas d& boldus son efectivos para el control de individuos
adultos deX. luteola en laboratorio, superandsd 50% de mortalidad promedio en
concentraciones iguales o superiores a 3,6% en agua2% en etanol,
respectivamente.

Los extractos elaborados con etanol tienen un mBampo de respuesta en la
mortalidad deX. luteola, la que alcanzé el 100% a las 60 h en dos de las
concentraciones mayorés 7 y 7,1%).

La mortalidad deX. luteola en los extractos eagua son mayores en sus distintas
concentraciones al utilizar hojas juveniles; sinbargo, estadisticamente no se
reflejadiferencia estadistica entre los estados de mader&ss hojas.

En los parametros determinados en el analisis maxiexiste diferencia
significativa entre los estados de madurez de dg@sshexcepto en el contenido de
aceite.

Las hojas maduras de boldo presentan un mejormégrtio que el follaje juvenil,
fundamentalmente por su menor contenido de humedacpr que debe
considerarse en la elaboracion de extractos caaraertsecticida.

La Clsp alcanzada en extractos elaborados con hojas Jagees menor a la

determinada con follaje maduro. Ademas, en ambktales de madurez, en los
extractos con etanol como solvente se obtiene aneetitraciormenor para causar

este nivel denortalidad.

La crianza de los individuos d¢ luteola se hizocon éxito en condiciones de
laboratorio y la duracion de sus estados de pupadylto no tiene grandes
diferencias con la informacioén encontrada en éadiura.

El uso deP. boldus como insecticida vegetal, ademas de su utilizaathnal, indica
que esta es una plarmeometedora y una alternativa para productoresedeqia y
mediana escala,potencia también el uso debsque nativo.

En préximos estudios se recomienda hacer pruebaardpo y verificarl efecto
encontrado en laboratorio.
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APENDICES
APENDICE 1
Andlisis Estadistico 1

Modelo de efectos fijos entre el solvente agua ycetrespondiente testigo (hojas
juveniles).

Extractos (% p/p)
Testigo 2,5 3,6 3,9 4,2 4,5 50
to tl t2 t3 t4 t5 t6

Mortalidad promedio (%) 20,9747 33,4223 49,7670 50,4355 56,8858 65,3818 64,8948

FV gl SC CM Razon F Razon f tabla
Tratamientos 6 24.205,46 4.034,24 53,38 2,19
Error 98 7.495,47 75,57
Total 104 31.611,39 FO>Fc

gl: grados de libertad
SC: suma de cuadrados
CM: cuadrados medios

Comparacion de Tukey-Kramer

Tratamientos Resultados

t0 a
tl b
t2 C

t3 c

t4 cd
t5 d
t6 d

Tratamientos con igual letra en la columna, neddin estadisticamente segirtest de Tukeyo= 0,05).
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Modelo de efectos fijos entre el solvente etanosuy correspondiente testigo (hojas
juveniles).

Extractos (% p/p)
Testigo 2,9 3,2 4,3 5,7 6,8 7,1
to tl t2 t3 t4 t5 t6

Mortalidad promedio (%) 14,7571 42,1588 49,8529 60,4573 68,0711 68,4876 74,3121

FV gl SC CM Razon F Razon f tabla
Tratamientos 6 15.357,49 2.559,58 6,77 2,37
Error 35 13.235,57 378,16
Total 41 28.593,06 FO>Fc

gl: grados de libertad
SC: suma de cuadrados
CM: cuadrados medios

Comparacion de Tukey-Kramer

Tratamientos Resultados

t0 a

t1 ab
t2 ab
t3 b
t4 b
t5 b
t6 b

Tratamientos con igual letra en la columna no difieestadisticamente segést de Tukeyd= 0,05).

25



Modelo de efectos fijos entre el solvente agua gastespondiente testigo (hojas maduras).

Extractos (% p/p)
Testigo 3,6 3,9 45
t0 tl t2 t3

Mortalidad promedio (%) 19,8164 46,3464 48,1014 57,3281

FV gl SC CM Razon F Razon f tabla
Tratamientos 3 11.699,32 3.899,77 41,69 2,77
Error 56 5.238,65 93,55
Total 59 16.937,97 FO>Fc

gl: grados de libertad
SC: suma de cuadrados
CM: cuadrados medios

Comparacion de Tukey-Kramer

Tratamientos Resultados
t0 a
t1 b
t2 bc
t3 (o

Tratamientos con igual letra en la columna no difieestadisticamente segést de Tukeyd= 0,05).
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Modelo de efectos fijos entre el solvente etanosuy correspondiente testigo (hojas

maduras).

Extractos (% p/p)

Testigo 4,3

6,8

t0 t1

Mortalidad promedio (%) 14,5446 47,8557 58,8996 68,2451

FV gl SC Razon F Razoén f tabla
Tratamientos 3 9.878,66 9,99 3,10
Error 20 6.589,30
Total 23 16.467,96 FO>Fc

gl: grados de libertad
SC: suma de cuadrados
CM: cuadrados medios
Comparacion de Tukey-Kramer
Tratamientos Resultados
t0 a
11 b
t2 b
t3 b

Tratamientos con igual letra en la columna no difieestadisticamente segun test de Tu&ey(05).
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APENDICE 2
Andlisis Estadistico 2

Andlisis estadistico con disefo bifactorial entvaaentraciones y estado de madurez para
extractos con solvente agua.

Extractos (% p/p)

Estado de madurez 3.6 3.9 4,5
t1 t2 t3
Agua, hojas jovenes 49,8378 50,5626 66,0435
Agua, hojas adultas 46,7330 48,7734 57,7157
FV gl SC CM FO Fc

Tratamientos - 1.854,92
Concentraciones 2 1.567,24 783,62 10,47 3,2594
Estado de madurez 1 203,95 203,95 2,72 41132
Ambos 2 83,72 41,86 0,56 3,2594
Error 36 2.695,45 74,87
Total 41 4.550,38

gl: grados de libertad
SC: suma de cuadrados
CM: cuadrados medios

Comparacion de Tukey-Kramer

Tratamientos Resultados
t1 a
t2 a
t3 b

Tratamientos con igual letra en la columna no difieestadisticamente segést de Tukeyd= 0,05).
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Andlisis estadistico con disefo bifactorial entvaaentraciones y estado de madurez para
extractos con solvente etanol.

Extractos (% p/p)

Estado de madurez 4.3 57 6.8
t1 t2 t3
Agua, hojas jovenes 60,4573 68,0711 68,4876
Agua, hojas adultas 47,8557 58,8996 68,2451
FV gl SC CM FO Fc

Tratamientos - 1.980,02 625,55
Concentraciones 2 1.251,09 484,69 1,6 3,31
Estado de madurez 1 484,69 122,12 1,24 4,17
Ambos 2 244,24 389,90 0,31 3,31
Error 30 11.696,85
Total 35 13.676,88

gl: grados de libertad
SC: suma de cuadrados
CM: cuadrados medios

Comparacion de Tukey-Kramer

Tratamientos Resultados
tl a
t2 a
t3 a

Tratamientos con igual letra en la columna no difieestadisticamente segun test de Tu&ey(05).
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