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Eficacia de extractos insecticidas de hojas del piento boliviano (Schinus molle Rev
L.) en la vaquita del olmo,Xanthogaleruca (=Pyrrhalta) luteola Miller (Coleoptera:
Chrysomelidae)

RESUMEN

Se evaluaron extractos insecticidas de hojaSchieus molle Rev L. (Anacardiaceae) con
solvente agua y etanol para el control de la vagiet olmo Xanthogaleruca (=Pyrrhalta)
luteola Muller (Coleoptera: Chrysomelidae), en concentraesode 2,0; 2,5; 3,5; 43 y
4,7% plv para los extractos etandlicos, y 2,5; 8,8y 5,6% p/v para los extractos acuosos,
bajo condiciones de laboratorio.

Los extractos se aplicaron sobre hojas de oldims sp., Ulmaceae) para la alimentacién
de individuos adultos dX. luteola, y se determind posteriormente la efectividad ake |
extractos d&. molley su Cls.

Los resultados indicaron que ambos extractos iicg#®Es$ fueron eficaces sobxe luteola,

al causar mortalidades mayores a 97% con el s@wetainol y las concentraciones mas
altas (4,3 y 4,7% plv), y cercanas a 27% con elesde agua y las concentraciones 4,3 y
5,6% p/v. Mediante el andlisis Probit se obtuvo FU€Ls, del extracto etandlico fue de
1,88% al 2° d (dfa) y fue menor que la alcanzada por el eitracuoso, con una G.de
8,52% al # d.

Adicionalmente, se evaluo el efecto antialimentdedos extractos etandlicos y acuosos de
S molle sobre adultos deX. luteola. Los extractos acuosos inhibieron totalmente la
alimentacion deX. luteola, mientras que los extractos etandlicos no tuviertecte
antialimentario.

Como actividad complementaria se estudio el cietdobico deX. luteola en Santiago,
donde se determinaron cuatro generaciones anwddsde octubre hasta abril del afio
siguiente, con una duracion de uno a dos mesegep@racion.

Palabras claves

Schinus molle, Xanthogaleruca luteola, insecticidas botanicos, efecto antialimentaricloc
biolégico.



Effectiveness of insecticide extracts of leaves pépper tree SchinusmolleRev L.) on
the elm leaf beetleXanthogaleruca (=Pyrrhalta) luteola Muller (Coleoptera:
Chrysomelidae)

ABSTRACT

Insecticide extracts of leaves &hinus molle Rev L. (Anacardiaceae) obtained water and
ethanol as solvents were evaluated for the cowtrohe elm leaf beetleXanthogaleruca
(=Pyrrhalta) luteola Muller (Coleoptera: Chrysomelidae) at 2.0, 2.5, 3.3, and 4.7% w/v
for the ethanolic extracts, and 2.5, 3.0, 4.3, &u@d w/v for the aqueous extracts, under
laboratory conditions.

The extracts were applied onto leaves of elm ttdengs sp., Ulmaceae) to observe the
feeding of adult individuals of. luteola, determining later the effectiveness of the exsrac
and their Clgo.

The results indicate that both extracts were dffecon X. luteola, causing mortalities
greater than 97% with the ethanol extract at tighést concentrations (4.3 and 4.7% w/v),
and near to 27% with water at 4.3 and 5.6% w/v.MBgbit analyses, the G4 of the
ethanolic extract was 1.88% at th¥ @ (day), lower than the Gb.of 8.52% at the A d
achieved by the aqueous extract.

Additionally, the antifeeding effect of both extraavas studied on adult individuals Xf
luteola.The aqueous extracts inhibited feeding detaly, where the percentage of
deterrent was of 100%, whereas the ethanolic @stchd not have any antifeeding effect.

As a complementary activity the biological cycle Xfluteola was studied in Santiago,
where this species has four generations in a frean, October through the following April,
with a duration of one to two months per generation

Key words

Schinus molle, Xanthogaleruca Iuteola, botanical insecticides, antifeeding effect, bgibal
cycle.



1. INTRODUCCION

El uso de insecticidas quimicos ha sido un instnimméundamental para el control de

plagas, pero ha generado graves consecuencias @aioxicacion de seres humanos y

animales, contaminacion del agua, aire y suelidues en alimentos, alta persistencia en
el ambiente, resistencias en plagas e impacto sofeetos benéficos, entre otros efectos
(Silva et al., 2002; Rodriguegt al., 2003; Regnault-Roget al., 2004. Esto ha motivado

la busqueda de alternativas para el control deaplain los efectos nocivos de los

insecticidas sintéticos. Asi, los insecticidas valgs se han introducido como una
alternativa mas ecoldgica y natural para el comteainsectos (Rodriguetal., 2003).

Los insecticidas vegetales son derivados o exsaidectamente de plantas y funcionan en
ellas principalmente como mecanismos de defensdefra posibles dafios por insectos
(Carrero, 1996; Mota-Sancheat al., 2003). Muchas plantas sintetizan metabolitos
secundarios (Silvat al., 2002; Maggi, 2004), como alcaloides, polifenplespenoides,
esteroides, aceites esenciales, lignanos, azugaeislos grasos (Maggi, 2004; Regnault-
Rogeret al., 2004), que poseen propiedades bioldgicas comriancia contra insectos
plaga (Maggi, 2004). El efecto de la mayoria deplastas que se utilizan en el control de
plagas, mas que insecticida es insectistaticog$ilal., 2002), pues inhiben el desarrollo
normal de los insectos. Hay plantas o extractosimjiben la alimentacion en diferentes
modalidades: repelente de alimentacion (por ortéditao de proximidad), y supresor o
disuasivo de la alimentacion; otros inhiben el iocnéento, la oviposicion y el desarrollo
(Metcalf y Metcalf, 1992; Rodrigues al., 2003). Asi, los insecticidas de origen vegetal s
presentan como una alternativa natural para et@ate insectos plaga, reemplazando a los
insecticidas sintéticos, ofreciendo mayor segurigeata el ambiente y una opcion
agronomica y forestal eficiente (Maggi, 2004).

Ahmed y Grainge (1986) enumeran las caracteristjoasdebe tener la planta insecticida
ideal, con el objetivo de aprovecharla al maxino deteriorar el ecosistema:
* Ser perenne.

» Estar ampliamente distribuida y en grandes cangslagh |la naturaleza, o que se
pueda cultivar.

» Usar 6rganos renovables de la planta (hojas, flofestos).

* No ser destruida cada vez que se necesite reqoteatarial (evitar el uso de raices
y cortezas).

* Requerir poco espacio, manejo, agua y fertilizacion
» Tener usos complementarios (como medicinales).
* No tener alto valor econémico.

» Ser eficaz en dosis bajas.

Existen ventajas y desventajas del uso de insgaticbotanicos; entre sus ventajas se
destacan su rapida accion y degradacion, bajaidexicen mamiferos, selectividad y
minimo impacto en plantas (Cloyd, 2004). Regnaolty#t et al. (2004) plantean que los

1



fitoinsecticidas, al poseer moléculas derivadasnaetiabolismo secundario de las plantas
presentan una accion especifica, por lo tantobexhin efecto limitado sobre organismos
benéficos; ademéas son raramente téxicos para losiferas y el hombre y al presentar
diferentes mecanismos de accion, limita la apariai@ resistencias en los insectos.
Algunas desventajas de los insecticidas botanioosatos costos, baja disponibilidad, asi
como falta de antecedentds resultados eficaces (Cloyd, 2004).

Los insecticidas vegetales presentan la gran \eedi&jser compatibles con otras opciones
de bajo riesgo en el control de insectos, talesocteromonas, aceites, jabones, hongos
entomopatogenos, depredadores y parasitoides, @nd® lo que aumenta enormemente
sus posibilidades de integracion a un programa deej Integrado de Plagas (Maggi,

2004). El sector forestal puede generar estostingksxs botanicos, ayudando a integrar los
productos forestales en los cada vez mas exigemesados internacionales. Sin lugar a
duda, los insecticidas naturales derivados de sakggetconstituyen una alternativa

interesante para el control de insectos.

Schinus molle Rev L. (Anacardiaceaegs una especie propia de la region andina de
América, pero principalmente de Perd, de donderggnaria. Esta especie habria sido
introducida a Chile en los tiempos de los Incasiéd2era (Silvaet al., 2005). En Chile
crece naturalmente en la Provincia de Tarapac& perha extendido hasta Santiago
(Rodriguezt al., 1983; Donoso, 2006).

Todas las partes de la planta han tenido uso enicimed tradicional, como
antiespasmadico,antiviral, antiséptico, astringente, digestivo, gativo, diurético,
cicatrizante, coagulante, para fracturas, reumatisdesordenes menstruales, pulmonia
(Duke, 1985; Jokeet al., 2002; Murrayet al., 2005; Donoso, 2006; Ferregbal., 2006) y
como antiinflamatorio (Yueqiet al., 2003). Estudios en animales también han denuustra
gue los extractos de hojas 8emolle poseen efectos antiespasmaodicos (Betlia., 1998),
analgeésicos, depresor del sistema nervioso cefBearachinaet al., 1997) y como un
antidepresivo en ratas (Machastal., 2008).

Se ha comprobado que los aceites esenciales, gaim@nte de hojas d& molle, poseen
efectos: antioxidantes, antitumorales (Marzoek al., 2006; Diaz et al., 2008),
antibacteriales (Gundidza, 1993), antimicrobialelsyouni et al., 2008) y antifiingicos
(Dikshit et al., 1986; Serra, 1997; Huamani y Ruiz, 2005).

S molle presenta sustancias activas, como terpenos (pain@@mte monoterpernos y

sesquiterpenos), taninos, alcaloides, flavonoidsgoninas, gomas, aceite linoleico,
saponina, oleorresinas, que se encuentran mayaraenas hojas y frutos (Pozzo-Badbi

al., 1978;Bernhardet al., 1983; Maffej y Chialva,1989Gundidza, 1993; Rodriguez y

Eglsquiza, 1996; Wimalaratret al., 1996; Serra, 1997; Steinbauer y Wanjura, 2002;
Ferreroet al., 2006; Hayounkt al., 2008) y que exhiben diversas propiedades, c@®o |
recién mencionadas.

Distintos extractos d& molle también han demostrado propiedades insecticidasitesc
esenciales de frutos y hojas 8emolle han tenido actividad insecticida y repelente en
Trogoderma granarium (Everts) (Coleoptera: Dermestidae) yribolium castaneum



(Herbst) (Coleoptera: Tenebrionidae) (Abdel-Sattaal., 2009). Wimalaratet al. (1996)
sefialan que los aceites esenciales de hoj&srdale tuvieron actividad antialimentaria y
repelente sobr&usca domestica L. (Diptera: Muscidae). En ninfas deiatoma infestans
Klug (Hemiptera: Reduviidae), extractos hexanices hibjas y frutos deS. molle
produjeron efectos repelentes (Ferreso al., 2006), y enSpha maydis Passerini
(Homoptera: Aphididae) extractos hexanicos de &ratmusaron alta toxicidad (Reviriegio
al., 2004). Sobr8lattella germanica L. (Dictyoptera: Blattellidae), los extractos ethods
de hojas y frutos tuvieron un efecto toxico y repét (Ferrercet al., 2007), y el aceite
esencial de hojas tuvo un efecto repelente (Guardtoal., 1990). Otros estudios han
encontrado efectos insecticidas sobre lepidoptemnp por ejemplo, extractos acuosos de
frutos y hojas de&s molle afectaron aBusseola fusca (Fuller) (Lepidoptera: Noctuidae)
(Gebre-Amlak y Azerefegne, 1999), y extractos dgasoy frutos controlaron a
Phthorimaea operculella (Zeller) (Lepidoptera: Gelechiidae) ¢ydia pomonella L.
(Lepidoptera: Tortricidae) (Rodriguez y EgusquiZa96; Chirinoet al., 2001; lannacone y
Lamas, 2003a).

En estos ultimos afios han ingresado al pais dvegaecies de insectos plaga, producto de
la apertura de mercados y el mayor intercambio ccialey de personas. Asi, uno de los
desfoliadores mas serios del mundo para oldbsis sp., Ulmaceae), la vaquita del olmo
Xanthogaleruca (=Pyrrhalta) luteola Miller (Coleoptera: Chrysomelidae) se ha detectado
en el arbolado urbano de Los Andes y algunas cosndeda ciudad de Santiago (Figura
1). Los olmos en Chile son usados mayormente cobmes ornamentales, resistentes al
frio, adaptables a diversos suelos y su importaesia dada principalmente por su alta
frecuencia en areas verdes y avenidas de las cemim&Santiago (Hernandez, 2004;
Martinez, 2005). Esta plaga, principalmente morefadfecta a toda clase de olmos, y de
cualquier edad (Romanyk y Cadahia, 2002). Segunolrletfial. (2003), se han encontrado
también infestaciones en el génekesculus (e.g. A. hippocastanum L., 0 castafio de
Indias).

X. luteola se distribuye por toda Europa, Africa septentiiorh Caucaso y Asia menor
(Romanyk y Cadahia, 2002). En EE.UU., este coleodtee introducido desde Europa en
1830 aproximadamente; el primer reporte de estgapa California fue en 1920 (Dahlsten
y Dreistadt, 1995; Dahistea al., 1998; Romanyk y Cadahia, 2002; Maistredoal.,
2005), y desde entonces se ha convertido en utesdaayores plagas forestales urbanas
en varios estados de EE.UU. (Clairal., 1987; Dreistadet al., 2001), al igual que en
Canada (Romanyk y Cadahia, 2002) y Australia (LeR@2). También se encuentra en
Alemania (Wegenesgt al., 2001; Maistrellcet al., 2005; Meinert al., 2005), Iran (Arbab
et al., 2001; Khaliliet al., 2003; Sendét al., 2005; Shekasgt al., 2008), Espafia (Martigt

al., 2001), Portugal (Escaaal., 1979), y Argentina (Defagé al., 2006). En ChileX.
luteola fue detectada por primera vez en 1994 en la ciu#ados Andes, Region de
Valparaiso, luego en las regiones de O’Higgins, Malule y Metropolitana (Servicio
Agricola y Ganadero (SAG), 2005) aunque Askevol@() menciona que en Chile el
primer registro de la presencia de un individuaXdéuteola data de abril de 1982 de un
ejemplar proveniente de Ritoque (Valparaiso).

Tanto los adultos como las larvas deluteola se alimentan del parénquima de las hojas
(Figura 1), sin consumir las nerviaciones; en as®es el dafio puede afectar a todas las



hojas, y los arboles adoptan una coloracion maartin et al., 2001). Si los dafios son
graves y ocurren varios afios seguidos, los arbaléen deformaciones en su copa,
pérdida de vigor, desérdenes fisiolégicos y redusteactividad fotosintética, quedando asi
predispuestos a la accién de otras plagas, aggatesdgicos y estrés. Especialmente
guedan susceptibles a la accion de escolitidogaqures de las esporas del hongo
Ceratocystis novo ulmi Brasier, que causa la grafiosis del olmo, enfermieyige pone en
peligro de desaparicion a esta especie vegetalififm, 1998; Arbalet al., 2001;Martin

et al., 2001; Romanyk y Cadahia, 2002; Muf@zl., 2003). La desfoliacion causa también
la eliminacion de la sombra durante el verano ycedel valor estético de los arboles
(Dreistadtet al., 2001).

Figura 1. Individuos adultos d&. Iuteola y dafio sobre

El insecto adulto tiene una longitud de 5 a 7 m&)5ymm de ancho (Figura 1), posee una
coloracién verde-oscura amarillenta, con pelososoyt poco densos en el cuerpo de los
individuos que han hibernado. Cuando alcanza sunmeadesarrollo, el estado larvario
posee una longitud de 10-11 mm y un ancho de 2,5 Imantoloracién de las larvas, al
principio es marrén oscuro, después de la segundka mpresentan sobre el dorso cuatro
fajas longitudinales amarillentas, dos lateraledog intermedias. El estado pupal es de
color anaranjado, de la misma dimension que etadcon pelos ralos y fuertes (De Lifan,
1998; Romanyk y Cadahia, 2002; Murfebal., 2003).

Comunmente los adultos deluteola hibernan en diversos sitios, bajo grietas de tteza

o residuos vegetales en la base del tronco, moasas o techos. Vuelan hacia el follaje en
primavera, se alimentan y depositan 1-30 huevawgrgémente sobre el envés de las hojas.
Luego de aproximadamente 8 d, las larvas emerganatimentan de las hojas del olmo,



dejando solo las nervaduras; al alcanzar la maddespués de dos a cuatro semanas, las
larvas descienden por el tronco del arbol parampuépeededor de 10 d después, los adultos
emergen cerca de la base del arbol y vuelan ajas para alimentarse y poner sus huevos,
lo que inicia una nueva generacion (Escetda., 1979; De Lifian, 1998; Dreistaet al.,
2001; Martinet al., 2001; Romanyk y Cadahia, 2002; Mui@al., 2003).

En las regiones donde las condiciones climaticasfaeorables, estos coledpteros pueden
completar hasta tres generaciones al afio, comceafig, Portugal (Escaétaal., 1979;
Martinet al., 2001; Romanyk y Cadahia, 2002), y algunas zdeaSalifornia (Dreistaddt

al., 2001).

El control deX. luteola actualmente esta basado en técnicas del manegadp de plagas,
utilizando diversos métodos complementarios, como:

* Bandas insecticidas en la corteza, para mataataad que descienden por el tronco
a pupar. Se han utilizado principalmente tratamerdon carbaryl y bendiocarb
aplicados al 1y 2% (Haédt al., 1988; Dreistadét al., 2001).

* Insecticidas sistémicos como abamectin e imidamlofDahlstenet al., 1998;
Dreistadtet al., 2001; Karren y Roe, 2003). Estos han sido agitisalespués de la
deteccion de la presencia de huevoXdeteola (Lawson y Dahlsten, 2003).

» Control biolégico, mediante el uso de parasitoideshuevosQomyzus gallerucae
Fonscolombe (Hymenoptera: Eulophidae), de pupasyzus brevistigma (Gahan)
(Hymenoptera: Eulophidae), de larvas y aduli&ynniopsis antennata (Rondani)
(Diptera: Tachinidae) y a través de la aplicaciohaf de Bacillus thuringiensis
Berliner var. tenebrionis (Btt) (Clair et al., 1987; Dreistadt y Dahlsten, 1990;
Dahlstenet al., 1998; Dahlsten y Lystrup, 1999; Dreistatéal., 2001; Leofe, 2002;
Dahlstenet al., 2003; Puttler y Bailey, 2003).

e Control cultural, seguimiento constante basado emstneos de la presencia o
ausencia de eclosion de huevosXdduteola y la conservacion de los enemigos
naturales de este coledptero, como el hddepuveria globulifera Speg. (Dahlsten
et al., 1998; Dreistadtt al., 2001;Martin et al., 2001; Romanyk y Cadahia, 2002).

» Extractos botanicos como azadirachtin, un compendetAzadirachta indica A.
Juss., que se han aplicado a las hojas de olmeepeoatrol deX. luteola (Dreistadt
et al.,, 2001; Karren y Roe, 2003). Extractos botanicesDdphne gnidium L.,
Artemisa annua L., Sambucus ebulus L. y Mdlia azedarach L. han sido evaluados
sobre la vaquita del olmo, con resultados promisopara el control de este insecto
(Maistrello et al., 2005; Sendit al., 2005; Defagdet al., 2006; Shekaret al.,
2008).

Dados los estudios de las propiedades insecticddapimiento boliviano$% molle) sobre
algunos insectos y la presencia del insecto pkghuteola en comunas de Santiago y
algunas ciudades de Chile, se plantea como objgéweral para esta memoria, evaluar la
eficacia insecticida de extractos de hojas de @siata en la vaquita del olmo, mediante
bioensayos de laboratorio a fin de optimizar eli@rselectivo de esta plaga.



2. MATERIALES Y METODOS
2.1. Material

El material vegetal correspondiéo a hojasSlenolle (Figura 2) obtenidas desde arboles
adultos ubicados en el Campus Antumapu de la Wsidead de Chile (Coordenadas
geogréficas 33°34’ S; 70°38’ O) en Santiago, derahverano de 2008.

;D:‘

Figura 2. Hojas deS molle.

Los individuos deX. luteola se colectaron desde arboles adulto§/leus sp., ubicados en
la Comuna de Maipu, Santiago, durante el verari008.

El ciclo de vida del insecto se estudio en olmadted localizados en comunas del centro y
poniente de Santiago (Coordenadas geograficas'33°30°42’ O).

Para la elaboracién de extractos de hojas deolle se utilizaron como solventes: agua
destilada y el reactivo quimico etanol 96% p.a.r@ke

2.2. Método
2.2.1. Colecta y cria d&X. luteola

Se colectaron larvas de los ultimos estadioX.deteola, y se trasladaron en bolsas de tul y
cajas térmicas al Laboratorio de Entomologia Fatels la Facultad de Ciencias Forestales
y de la Conservacion de la Naturaleza de la Unidads de Chile. Los insectos se
dispusieron en placas Petri con papel filtro ebdse, humedecido con agua destilada, y se
alimentaron con hojas frescas de olmo hasta queassformaron en pupas. Cuando
alcanzaron este estado sélo se les aportd humedss cubrieron con mas hojas. Al
emerger los adultos, se alimentaron con hojasdseg@stos individuos se utilizaron en los
bioensayos.

2.2.2. Obtencion de hojas

Las hojas d& molle, aproximadamente 1 kge obtuvieron de un muestreo aleatorio desde
arboles distintos, para evitar eventuales efeaaaglin arbol individual.



2.2.3. Elaboracioén de los extractos

La elaboracion de los extractos de hojas se hizcelehaboratorio de Quimica del
Departamento de Agroindustria y Enologia, en laukad de Ciencias Agronomicas de la
Universidad de Chile. Las hojas 8emolle obtenidas se secaron (Figura 4A) en estufa de
aire forzado (Memmert® 854) (Figura 3A) a 60°C, thasbtener un peso (Balanza
analitica: Shimadzu ELBL 3000, sensibilidad 0,Ingx. 3000 g) constante; el contenido
de humedad inicial fue de 59,36%. Posteriormemig,hlojas secas se trituraron con un
molino de grano (Ufesa® MC 0360) (Figura 3B) hastdener un polvo, el que se
almacend en frascos herméticamente cerrados ydesh&igura 4B). Para la elaboracion
de los extractos, este polvillo de hojasSlenolle se mezcld con los solventes a utilizar,
agua destilada y etanol, en la proporcion que dbtavuna solucidon con la mayor
concentracion posible.

La solucion se agitd por 18 h en un agitador magméteidolph® MR 3001K) (Figura
3C), y se calent6 a 37°C durante la primera haragb, se filtr6 con papel filtro (Whatman
N°1) y se centrifugd (HN-S centrifugue) (Figura 3@r 15 min. Una vez terminado este
proceso, se filtr6 nuevamente la solucion, obtatveasi el extracto base (Figura 4C).

Figura 3. Equipos de laboratorio. A) Estufa de aire forza@pMolino
de grano eléctrico; C) Agitador magnético; D) Ciaga.



Figura 4. Estados de las hojas 8&emolle. A) Hojas secas; B) Polvillo de hojas trituradas;
C) Extracto liquido base.

Para calcular la concentracion del extracto basdlesd a sequedad una fraccion de la
solucién, a 100°C por 1 h en una estufa de aimaftor y por diferencias de peso (Balanza
analitica: Boeco Equilab, sensibilidad 0,1 mg, m&20 g) se determinaron los sdlidos

solubles. Determinada la concentracion a la quensentraba dicha solucion, se prepararon
los extractos para las distintas concentracionasliaar en los tratamientos a través de

dilucion. Para los extractos etanodlicos se usaercbncentraciones de 2,0; 2,5; 3,5; 4,3y
4,7% plv, y para los acuosos de 2,5; 3,0; 4,3 %5b.

2.2.4. Evaluacion de la eficacia del insecticida miante bioensayos

Los bioensayos se constituyeron por unidades erpatales de tres ejemplares adultos de
X. luteola con hojas frescas de olmo y papel filtro humedeacith una placa Petri estéril de
10 cm de diametro.

Para evaluar la eficacia de extractos de hoj&s ahelle se consideraron como tratamientos
las concentraciones, con su correspondiente sel(agtia o etanol), mas los testigos (sin
producto), con tres repeticiones.

El extracto se aplic6 sumergiendo por aproximadaendnmin hojas de olmo en las
soluciones que se dispusieron para cada tratamidm® individuos se observaron

periodicamente durante la duracion del bioensayatando el nimero de supervivientes en
el tiempo (dias). Se calcularon los porcentajesmdetalidad diaria y total + el error

estandar.

Los resultados se ajustaron mediante funciones mdgieas para identificar la mas
adecuada y con ella obtener la sgl(concentracion letal para matar al 50% de los
individuos), mediante el procedimiento Probit (Rodenet al., 1984). Para medir el ajuste
de los resultados al modelo Probit se usaron psueb&LH.

Una vez finalizada la parte experimental, los ftesigls de los dos extractos, etandlicos y
acuosos se estudiaron por separado, en analisigrid@za con un disefio completamente
aleatorio, con seis tratamientos para extractasobtas (testigo, T1, T2, T3, T4y T5) y
cinco para extractos acuosos (Testigo, T1, T2, T3y con tres repeticiones para cada
uno. Los resultados se normalizaron mediante gr&tiss [arcoseno/X (porcentaje de



mortalidad de adultos/100)] antes del andlisisapastabilizar el error de la varianza.
Cuando existieron diferencias significativas emd tratamientos se hicieron las pruebas
de comparacion multiple de medias de Tukes0(P5), mediante el programa estadistico
InoStat version 2009 (Grupo InfoStat, 2009).

2.2.5. Evaluacion de la actividad antialimentaria d S. molle

El ensayo para evaluar el efecto antialimentaridtodeextractos d& molle sobre adultos
de X. luteola es adicional a lo propuesto en el proyecto originge realiz6 segun el
método expuesto por Defagbal. (2006) y Xie and Isman (1992).

Se evaluaron cinco concentraciones (2,0; 2,5;43%;4,7% p/v) para extractos etandlicos y
cuatro (2,5; 3,0; 4,3; 5,6% p/v) para extractosoaos. Cada tratamiento fue replicado seis
veces en unidades experimentales de un adulto ldéeola. Se seleccionaron dos hojas de
olmo del mismo tamafo, y se sumergieron en lasntist concentraciones por 1 min
aproximadamente y se secaron al aire por 10 mshbgs control se sumergieron en agua
destilada o etanol y se secaron al aire. En cata fetri se pusieron una hoja control, una
tratada y un ejemplar adulto.

El porcentaje de area consumida en cada hoja sel@a través del programa Leaf Area
Measurement Version 1,3 (University of SheffieldPAAskew, 2003) después de 24 h. El
porcentaje de repelencia se calculé como (1-T/APQ, donde T y C son los montos
ingeridos de hojas tratadas y el control, respactante.

2.2.6. Estudio del ciclo de vida d¥. luteola

La determinacion del ciclo de vida ¥deluteola en Santiago de Chile se ejecutd como una
actividad complementaria al proyecto original. $&elnon visitas semanales a los olmos
presentes en el arbolado urbano de comunas depomignte de Santiago, Region
Metropolitana, desde julio de 2008 a junio de 20BA8. estas visitas se observaron y
tomaron nota de todos los estados Xleluteola presentes en los arboles. Con la
informacién obtenida en terreno se elaboré un esgude la duracién de las etapas del
ciclo deX. luteola.



3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Evaluacién de la eficacia de extractos de hagjade S. molle sobre adultos deX.
luteola

Las mortalidades promedios obtenidas de adultos te¢eola con los extractos etanolicos
de hojas d& molle fueron muy superiores a las obtenidas con logexis acuosos, para
un rango de concentraciones que fluctué entre Z206% p/v. Los analisis estadisticos
indicaron la existencia de diferencias estadist&ggsificativas entre las mortalidades de
los distintos tratamientos y sus testigos, tanta s extractos etanolicos (F 5,42 > 2,44; P
< 0,05) como para los acuosos (F 4,35 > 2,64; P5)0lo que revela que los resultados en
mortalidad se debieron al extracto insecticida (Cos1 y 2).

Cuadro 1. Mortalidad promedio (% + error estandar) Xlduteola por efecto de extractos
etanolicos de hojas & molle en distintas concentraciones.

Extractos etandlicos (%p/v)
2,0 2,5 3,5 4,3 4,7
8,33+6,88a 73,61+5,9280,56 +4,58 b 87,50 + 4,42 bc97,22 + 2,78 ¢100,00 + 0,00 c

*Las letras distintas en forma horizontal indicarfer@ncias significativas entre las
concentraciones segun la prueba de Tukeyd®5).

Testigo

Cuadro 2. Mortalidad promedio (% = error estandar) Xlduteola por efecto de extractos
acuosos de hojas &molle en distintas concentraciones.

Extractos acuosos (% p/v)
2,5 3,0 4,3 5,6
0,00+£0,00a 15,28 +5,53 16,67 +5,56 b26,39 +5,92b27,78 +5,56 b

*Las letras distintas en forma horizontal indicaiferéncias significativas entre las
concentraciones segun la prueba de Tukey®5).

Testigo

En los extractos etandlicos los porcentajes de albetd mas altos sobrk. luteola,
superiores a 97%se obtuvieron con las mayores concentracionesy(43¥ % p/v), en
tanto que en los extractos acuosos, con una coacemt de 4,3% p/v s6lo se obtuvo una
mortalidad de 26%, y aumentando a 5,6% p/v (congeidh maxima evaluada), la
mortalidad aument6 Unicamente a casi 28%. Los neengfiectos para ambos extractos se
obtuvieron con los tratamientos de mas bajas caraz@ones (Cuadros 1y 2).

Los resultados de este bioensayo fueron superiotes de Ferreret al. (2007), de sélo
53% de mortalidad sobattella germanica con extractos etandlicos al 15% p/v de hojas
de S molle, concentracidn casi tres veces superior a la maymiuada en esta
investigacion (5,6%). lannacone y Lamas (2003h)diston el efecto de extractos de hojas
de S molle sobreChrysoperla externa (Hagen) (Neuroptera: Chrysopida&)jchogramma
pintoi Voegelé (Hymenoptera: Trichogrammatidae)Cgpidosoma koehleri Blanchard
(Hymenoptera: Encyrtidae), con mortalidad de adudteT. pintoi a las 12 h de exposicion
de 55, 95 y 90% con extractos acuosos, hexaniaetpnicos al 10%, respectivamente.
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En adultos deC. koehleri se alcanzaron mortalidades a las 48 h de 90, HY4; para los
extractos acuosos, hexanicos y acetonicos al 188pgectivamente. En un bioensayo de
toxicidad sobre larvas de cuarto estadio del mosquilex quinguefasciatus Say (Diptera:
Culicidae) con extractos acuosos de hojas y frdeds molleal 5 y 15%, Pérez-Pacheeb

al. (2004) alcanzaron mortalidades de solo 0 y 1,7%peetivamente.

Por lo tanto, los antecedentes aportados por skepte estudio permiten corroborar que
sobre adultos d&. luteola, con extractos etandlicos en concentraciones exiie@ 2,5 y
4,7% es posible obtener mortalidades superior@g%l

Estos resultados de mortalidad podrian debersevexsds sustancias activas presentes
principalmente en hojede S. molle, en las que Guardiokt al. (1990) han descrito aceites
esenciales como timol, acetato de citronelilp-gariofileno. Wimalaratnet al. (1996) han
sefialado otros compuestos, tales camsmenth-2-en-1-ol ytrans-piperitol. También,
Dikshit et al. (1986) y Steinbauer y Wanjura (2002) han idesddio monoterpenos como
a-pineno, a-phellandrenof-phellandreno, limoneno, cymeno, myrcefiecaryophylleno,
cryptone ya-terpineol. En frutos, se pueden encontrar los r@penos presentes en las
hojas (Bernhardet al., 1983; Hayouniet al., 2008) y también acidos triterpenoides,
extraidos de la fraccion &cida de las oleoresiRagZo-Balbit al., 1978).

Con extractos de frutos d&@ molle se han obtenido resultados eficaces sobre larvas
neonatas d€ydia pomonella L. (Lepidoptera: Tortricidae). Los resultados gsaton que a
concentraciones de 5; 2,5; 1,25 y 0,62 g/kg (0,85;00,125 y 0,062% p/v) de dieta, el
porcentaje de mortalidad de estas larvas fue d8®B®1 y 9%, respectivamente. También
se observo dificultad en la muda y malformaciompdeas y adultos (Chirinet al., 2001).

Con extractos de hojas jovenes y adultasvideazedarach a través del método Soxhlet
(extraccion de la fraccion lipidica) con etanolfay® et al. (2006) obtuvieron altas tasas de
mortalidad de adultos d¥. luteola, cercanas al 100% 14 d después del tratamiento, co
concentraciones de 2, 5y 10%, resultados simikafes obtenidos con extractos etanolicos
de S. molle en este estudiden larvas, pupas y adultos &e luteola, Sendi (2005) usé
extractos acuosos @&mbucus ebulusy Artemisiaannua L. a 1, 5 y 10% de concentracion,
y obtuvo mortalidades promedio de 77,1 y 91,31%peetivamente.

Las mortalidades de larvas de luteola con extractos etandlicos de hojas Daphne
gnidium L., obtenidas por Maistrellet al. (2005) mediante el método Soxhlet, en
concentraciones de 1, 2 y 3 g/L (0,1; 0,2 y 0,3%) dglieron de 27, 70 y 73%,
respectivamente. Con concentraciones menores evédisadas en el presente estudio, los
extractos etanolicos de. gnidium obtuvieron similares resultados en mortalidad al se
aplicados sobre larvas dé luteola, las que son comparativamente mas sensibles que el
adulto de esta especie.

Tanto los extractos etandlicos como los acuososhaas deS molle afectaron la
supervivencia diaria de los adultos. No obstarde,los extractos etandlicos se obtuvo una
mortalidad superior al 50% en la mayoria de losingentos desde el inicio de la ingesta
de las hojas tratadas, en tanto que con los acsdsmse alcanz6 una mortalidad mayor a
20% a partir del'3d después de iniciados los bioensayos (Figura 5).
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Figura 5. Mortalidad promedio (% * error estandar) de adutteX. luteola con extractos
de hojas d& molle con distintas concentraciones segun dias de eafuad) etanol; B)
agua. Las letras distintas en forma horizontaldawlidiferencias significativas entre las
concentraciones segun la prueba de Tukey®5).
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Los resultados de la prueba Probit indicaron que p@s extractos etandlicos hubo una
respuesta de mortalidad a los 2 d, apreciandosedifasencias maximas entre los
tratamientos, y manteniéndose esta respuesta extnactalidad lineal hasta el término del
bioensayo. Para los extractos acuosos se obtuveespaesta de mortalidad a los 4 d, con
diferencias maximas entre los tratamientos, enresuesta de tipo lineal hasta el término
del bioensayo (Cuadro 3).

Segun el andlisis Probit, para los extractos ei@osla Clso fue 1,88% a los 2 d, menor
gue la alcanzada por los extractos acuosos, cuygid 8,52% a los 4 d. Por lo tanto, los
extractos etanolicos de las hojasSleolle fueron mas efectivos que los extractos acuosos
para alcanzar la misma mortalidad, con concentnacktiempo menores (Cuadro 3).

Cuadro 3. Efecto de extractos acuosos y etanolicos de hoga$ dnolle sobre la
mortalidad deX. luteola.

Extractos Tiempo (d) Pendientes + E.E. Clo (%) Chi*
2 55,2+2.94 1,88 2,39
Etanol
8 15,9+1,92 0,19 0,14
4 39,5+2,22 8,52 3,33
Agua
8 27,7 +6,19 4,06 0,65

* Promedios menores que el €kabulado para etanol (df = 4;50,05) = 9,49 y el Chi
tabulado para agua (df = 3;0,05) = 7,81, por lo cual el modelo Probit se t@jes los
resultados experimentales.

En un estudio del efecto extractos Aleannua sobre adultos d¥. luteola, Shekariet al.
(2008) evaluaron extractos metandlicos de hojas.@nua en cinco concentraciones, 5,
10, 20, 40 y 80%, y obtuvieron una 4lde 19,14 y 1543% a las 24 y 48 h,
respectivamente. Estos antecedentes indicariafoguextractos etandlicos de hojasSle
molle evaluados en este estudio serian méas efectivoe sahultos deX. luteola al
requerirse concentraciones muy inferiores a losaetds deA. annua equivalentes para
lograr la Clso.

En la Figura 6 se corrobora la efectividad de kisaetos de hojas d& molle con etanol
en todas las concentraciones, por sobre los eatraciliosos, y la relacion directa entre el
aumento de las concentraciones con el incremenio mertalidad d&. luteola con ambos
solventes. Ademas, la g{fue menor en los extractos etandlicos que endossms.
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Figura 6. Representacion grafica de la prueba Probit pamaoldalidad deX. luteola para
extractos etandlicos y acuosos de hoja$.deolle a varias concentraciones & ¥ 4° d,

respectivamente.

3.2. Actividad antialimentaria de extractos de hoja de S. molle sobre adultos deX.

luteola.

Por un lado, los extractos etandlicos de las hogasuvieron un efecto antialimentario
sobre adultos deX. luteola, puesto que la mayoria de ellos perecieron y los

permanecieron vivos no se alimentaron de las lomasol ni de las hojas tratadas.

Por otra parte, los extractos acuosos presentararfuerte actividad antialimentaria, con
inhibicion total de la alimentacion de los adultesX. luteola en todos los tratamientos.

Esto significa que el insecto discrimingd entre tgahtratada y el control, alimentandose

so6lo de esta ultima (Cuadro 4).
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Cuadro 4. Efecto de extractos acuosos de hojaS.deolle en la alimentacion de adultos
deX. luteola en ensayo de eleccidn libre.

Area foliar consumida (%) Efecto
antialimentario (%)

Extractos (% p/v)

Tratamiento Control
2,5 0,04 2,34 98,32
3,0 0,00 6,67* 100,00
4,3 0,00 3,50* 100,00
5,6 0,00 2,87* 100,00

* Diferencias significativas entre el consumo dgabkdratadas y control (ANOVA, g
0,05).

Los extractos acuosos tuvieron un claro y fuereetef antialimentario en adultos e
luteola, mientras que los extractos etanolicos fuerorctiien todas sus concentraciones.

El efecto antialimentario de los extractos acuakm$iojas de&s. molle sobre adultos dX.
luteola concuerda con los resultados de 100% de inhibiolitenidos por Defagét al.
(2006) sobre el mismo insecto, con extractos deashaje M. azedarach, para
concentraciones de 2, 5y 10%. Shekhaal. (2008) tuvieron también resultados similares,
con un efecto antialimentario de extractos metanslde hojas dA. annua sobre adultos
deX. luteola superior a 75% para concentraciones de 2,5; 34 10

La eficacia insecticida de los extractos de hog@S. dnolle se ha observado también en su
actividad repelente y alimentaria contra la mos@min (Musca domestica L.;
Wimalaratneet al., 1996), quienes determinaron que la bioactividadlos extractos
volatiles de estas hojas se asocia a dos compuestagenth-2-en-1-ol yrans-piperitol, y
gue este Ultimo compuesto tiene mas actividad pledeacia contra esta mosca.

3.3. Ciclo biolégico deX. luteola en Santiago

En la zona de estudio, a comienzos octubre logaslbibernantes d¢ luteola emergieron
para alimentarse y procrear. A partir de la segwsetaana de octubre se apreciaron los
primeros huevos, depositados por hembras postrabgss. La duracion de este primer
ciclo de puestas duré aproximadamente un mes (dmslide octubre a mediados de
noviembre). Las primeras larvas emergieron luegoralescurrida una semana desde las
primeras puestas.

La larva posee tres estadios, y pasa por dos nauwtaste su desarrollo, inicialmente son
de color oscuro y adquieren gradualmente tonos amaarillentos, con dos franjas
longitudinales laterales de puntos negros; el peritarvario duré 3 a 4 semanas,
aproximadamente. A partir de la segunda quincenac¥embre y hasta mediados de
diciembre se encontraron pre-pupas y pupas, pahmngnte en la base de los troncos de los
olmos, cubiertas por hojarasca. A principios déedibre emergieron los primeros adultos,
iniciandose asi el ciclo de una segunda generdEignra 7). Los huevos y posteriormente
larvas que se desarrollaron entre diciembre y edaropaso a la segunda generacion de
adultos a finales de enero.
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Figura 7. Estados y ciclo biologico d¢ luteola en Santiago. A) Huevos; B) Larvas primer
estadio; C) Larvas segundo estadio; D) Larvasnestadio; E) Pre-pupas; F) Pupas; G)
Adultos.

Las observaciones de los estados de desarrollcereend permitieron desarrollar la
actividad biol6gica que se presenta en la Figuen8a que aparece una tercera e incluso
una cuarta generacion en arboles en la ciudad d8a§a, con algunos adultos dée
luteola hasta abril, los que entran en hibernacion hastdap condiciones climaticas sean
favorables nuevamente.
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Figura 8. Ciclo biologico deX. luteola en Santiago, 2008-2009.

En la zona de estudi¥, luteola tuvo cuatro generaciones en el afio, lo que canoich las
observaciones de Escadaal. (1979) en Portugal, donde el ciclo biolégico deeansecto
tuvo hasta cuatro generaciones en casos excepgEsoralnque generalmente se presentan
solo tres generaciones al afio. Estos mismos awutef@dan que en el hemisferio norte la
primera generacion se desarrolla desde mayo a,jlamgegunda desde junio a julio y la
tercera desde agosto a septiembre, con una durdeiéada generacion en ese hemisferio
muy similar a la duracion de aproximadamente udosameses observada en la ciudad de
Santiago.

En otras regiones del hemisferio norte, este ing@asee de una a tres generaciones al afio,
dependiendo de las condiciones climéaticas de laa z®@e Lifidn, 1998; Romanyk vy
Cadahia, 2002; Mufioat al., 2003). En la zona norte de California,luteola tiene por lo
menos una generacion al afio y dos a tres geneeaogonla zona centro y sur de California
(Dreistadtet al., 2001). En Espafa se ha observado la presendanignte de dos
generaciones (Martigt al., 2001).
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4. CONCLUSIONES

Los extractos de hojas & molle evaluados fueron eficaces como bioinsecticidas
sobre adultos deX. luteola, alcanzando mortalidades cercanas a un 100% al
obtenerse con etanol y en concentraciones de 4,84 p/v.

Los extractos etanolicos causaron mayor mortaligiael los extractos acuosos a
concentraciones similares.

Los extractos etandlicos sobre los adultosXdéuteola tuvieron principalmente
efecto toxico, y los extractos acuosos presentactimidad antialimentaria.

La CLso menor sobre adultos d€ luteola se obtuvo con los extractos etandlicos
(1,88%).

En la zona de estudio (Santiag¥),luteola tuvo cuatro generaciones al afio, en el
periodo octubre-abril. Cada generacion durd 1 &2es

Los resultados obtenidos sugieren oportunidadesreisntes de desarrollo de
bioinsecticidas a base de extractos$Sd®olle para uso en el manejo integradoxde
luteola y otras plagas que puedan afectar al arbolado arban
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Modelo de efectos fijos entre el solvente agua gastespondiente testigo.

6. APENDICE 1. Andlisis estadistico

Extracto (% p/v)

Testigo 2,5 3,0 4.3 5,6
Dias TO T1 T2 T3 T4
1 0,00 0,00 0,00 19,47 19,47
2 0,00 0,00 0,00 19,47 19,47
3 0,00 0,00 19,47 19,47 19,47
4 0,00 19,47 19,47 28,13 35,26
5 0,00 28,13 19,47 28,13 35,26
6 0,00 28,13 28,13 35,26 35,26
7 0,00 28,13 35,26 41,81 35,26
8 0,00 41,81 41,81 48,19 48,19
FV gl SC CM Razén F Razoén F
tabla
Tratamiento 4 4,986,24 1.246,56 8,68 2,64
Error 35 5.026,73 143,62
Total 39 10.012,98 FO>Fc
gl: grados de libertad
SC: suma de cuadrados
CM: cuadrados medios
Resultados Test de Tukey
Alfa = 0,05; Error: 143,62; gl: 35
Tratamiento Medias n
TO 0,00 8 A
T1 18,21 8 B
T2 20,45 8 B
T3 29,99 8 B
T4 30,96 8 B

Letras distintas indican diferencias significatiyps<= 0,05)
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Modelo de efectos fijos entre el solvente etansl gorrespondiente testigo.

Extracto (% p/v)

Testigo 2,0 2,5 3,5 4,3 4,7
Dias T0 T1 T2 T3 T4 T5
1 0,00 41,81 48,19 54,74 61,87 90,00

2 0,00 41,81 54,74 61,87 90,00 90,00
3 0,00 54,74 61,87 61,87 90,00 90,00
4 0,00 61,87 70,53 70,53 90,00 90,00
5 0,00 61,87 70,53 70,53 90,00 90,00
6 0,00 70,53 70,53 90,00 90,00 90,00
7 19,47 70,53 70,53 90,00 90,00 90,00
8 48,19 70,53 70,53 90,00 90,00 90,00

FV gl SC CM Razon F Razon F
tabla
Tratamiento 5 35.014,13 7.002,83 51,92 2,44
Error 42 5.665,19 134,89
Total 47 40.679,33 FO>Fc

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

Resultados Test de Tukey

Alfa = 0,05; Error: 134, 89; gl: 42

Tratamiento Medias n
T0 8,46 8 A
T1 60,01 8 B
T2 64,68 8 B
T3 73,69 8 B C
T4 86,48 8 C
T5 90,00 8 C

Letras distintas indican diferencias significatiyps<= 0,05).



