


AUTORES.

Peschiutta, M.L.

Bidloga, Facultad de Ciencias Exactas, Fisicas y Naturales, Universidad Nacional de Cérdoba (2008), Doctora en
Cs. Biologicas, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires (2015). Trabaj6 en la
Universidad de la Patagonia San Juan Bosco (Sede Comodoro Rivadavia) en el area de la Ecofisiologia Vegetal
especializandose en frutales (cerezos) y el impacto de la principal plaga de este frutal: la babosita del peral.
Realizé trabajos de campo en Comodoro Rivadavia, Bahia Solano y Rio Mayo (Chubut) y Los Antiguos (Santa
Cruz) (2009-2015). Participd en varios proyectos de investigacion relacionados con estudios ecofisiologicos
(medicion de potencial hidrico, fotosintesis, flujo, crecimiento) sobre especies arboreas, cultivos frutales y
especies nativas patagdnicas; de los cuales obtuvo varias publicaciones. Actualmente se desempefia como
Becaria Postdoctoral en el Instituto Multidisciplinario de Biologia Vegetal (CONICET-CORDOBA) (2017),
estudiando los efectos de la cochinilla harinosa (Planococcus ficus) en los vifiedos y su control utilizando aceites
esenciales de plantas comerciales. Su area actual de investigacion es el desarrollo de bioplaguicidas para el
control de plagas de la vid.

Zunino, M.P.

En 1996 obtiene el titulo de Biéloga y se gradué de Dra. en Ciencias Biologicas en el 2005, ambos en la Facultad
de Ciencias Exactas Fisicas y Naturales de la Universidad Nacional de Cérdoba, realizando sus estudios en la
bioactividad antimicrobiana de los aceites esenciales y sus componentes. Actualmente se desempefia como
Investigadora Adjunta en la Carrera de Investigador Cientifico de CONICET, en el Instituto Multidisciplinario de
Biologia Vegetal (IMBIV). Su tema de trabajo son los compuestos organicos volatiles su importancia en las
interacciones entre artropodos, microorganismos y granos en un sistema de almacenaje. Ha publicado articulos
en libros y revistas cientificas nacionales y extranjeras. Forma parte del grupo de investigacién dirigido por el Dr.
Julio Zygadlo. Ha participado como integrante y ha dirigido proyectos de investigacion.

Merlo, C.

En el afo 2006 obtuvo el titulo de Bidloga en la Facultad de Ciencias Exactas, Fisicas y Naturales de la
Universidad Nacional de Cérdoba y se gradu6 de Dra. en Ciencias Bioldgicas en el afio 2013 en la Facultad de
Ciencias Exactas Fisico-Quimicas y Naturales de la Universidad Nacional de Rio Cuarto. Es Investigadora
Asistente en la Carrera de Investigador Cientifico de CONICET, en el Instituto Multidisciplinario de Biologia
Vegetal (IMBIV), e investiga los compuestos volatiles bacterianos como semioquimicos e insecticidas para el
control de Sitophilus zeamais. Ha publicado articulos en libros y revistas cientificas nacionales y extranjeras.
Forma parte del grupo de investigacion dirigido por el Dr. Julio Zygadlo. Ha participado como integrante y director
de proyectos de investigacién. En el afio 2009 inicio su actividad docente y actualmente se desempefia como
Profesora Adjunta de la Catedra de Microbiologia Agricola de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la
Universidad Nacional de Cérdoba.

Goni, M.L.

Ingeniera en alimentos egresada de la Universidad Nacional de Mar del Plata (Argentina). Obtuvo su doctorado
en Ingenieria Quimica en PLAPIQUI (Universidad Nacional del Sur, Argentina) en 2014. Ha trabajado en la
UGhent(Bélgica) y en el INSA-Toulouse (Francia) en el marco del programa Erasmus Mundus. Desde 2015
trabaja en la Universidad Nacional de Cérdoba (Argentina) como becaria posdoctoral de CONICET. Su trabajo se
centra en la impregnacién supercritica de polimeros y biopolimeros con compuestos activos naturales para
obtener materiales activos aplicables en envasado de alimentos y como dispositivos deliberaciéon controlada para
la agroindustria.

Muratore, F.

Ingeniera quimica egresada en la Universidad Tecnol6gica Nacional (UTN, Facultad Regional Cérdoba) en 2012.
Desde 2015 realiza sus estudios de doctorado en Ciencias de la Ingenieria en la Universidad Nacional de
Cérdoba. Su proyecto de tesis involucra el desarrollo de papeles bioactivos por injerto de moléculas especificas
en celulosa, en particular compuestos con actividad antimicrobiana e insecticida de origen natural.

Martini, R.E.

Investigadora Adjunta de CONICET y Profesora Adjunta de Termodinamica Quimica en la Universidad Nacional
de Cordoba (Argentina). Obtuvo su doctorado en Ingenieria Quimica en PLAPIQUI (Universidad Nacional del
Sur, Argentina) en 2007, realizando su tesis sobre el uso de fluidos cuasi y supercriticos en la separacién de
mezclas de polimeros y como medio de reaccion para injerto de copolimeros. Realizé una estadia posdoctoral en
la Universidad de Perugia (ltalia) trabajando en procesamiento de polimeros nanocompuestos. Actualmente
trabaja también en la modificacion de polimeros comerciales con sustancias bioactivas por injerto quimico e
impregnacion supercritica.

Ganan, N.A.

Obtuvo su doctorado en Ingenieria Quimica en PLAPIQUI (Universidad Nacional del Sur, CONICET, Argentina)
en 2014. Durante su tesis trabajé en la extraccién y fraccionamiento de insecticidas naturales con fluidos
supercriticos. Entre 2014 y 2016 fue becario posdoctoral de CONICET. Ha trabajado en la Universidad de
Coimbra (Portugal) y en el Institut National des Sciences Appliquées (Toulouse, Francia) en el marco del
programa Erasmus Mundus. Actualmente es Investigador Asistente de CONICET en la Universidad Nacional de
Cérdoba (Argentina). Su proyecto de investigacion involucra el estudio de tecnologias de fluidos supercriticos
para el desarrollo de materiales activos.

Lopretti, M.



Su formacién académica inicial se realizé en la Universidad de la Republica, Uruguay, en el afio 1978 obtiene el
titulo de Licenciada en Ciencias Bioldgicas (Bioquimica), en 1991 logra un Msc (Master en Ciencias) y en 1999
concluye su formacién doctoral, realizando sus estudios en la bioquimica de la degradacion y depolimerizacion
de la lignina. Su formacién académica fue ampliada con una formacién post-doctoral en la Universidad de Caxias
do Sul (Brasil), Grenoble (Francia), LANOTEC (Costa Rica) y Braganza (Portugal). Participo como investigadora
y gerencio el Laboratorio Tecnoldgico del Uruguay, también fue directora de proyectos internacionales como
CYTED. Su area de trabajo es Biomasa como fuente de productos quimicos y energia Valorizacién de
biopolimeros (de origen vegetal, animal, microbiano)por medio de procesos bioquimicos y /o tecnoldgicos.
Enzimologia, Microencapsulacion , radiotrazadores ,irradiacion a altas dosis y mutagénesis inducida. Consorcios
de nuevos microorganismos extremdfilo y sus enzimas libres o inmovilizadas por radiopolimerizacion y otros.
Produccién de nanoparticulas a partir de biopolimeros. Realizo un gran numero de publicaciones cientificas en
revistas y es editora de libros en el tema. También ha participado en congresos y reuniones cientificas
nacionales e internacionales.

Lluberas, G.

Es Quimica Farmacéutica y Bioquimica Clinica (2017) de la Facultad de Quimica, Universidad de la Republica,
Uruguay. Su tarea se a desarrollado en el area de produccién de compuestos bioactivos. Su labor profesional la
ha desempenado en diferentes empresas nacionales e internacionales del area de la salud y de la ingenieria
quimica. Es docente en el Centro de Investigacion Nuclear, Uruguay. A participado en reuniones cientificas y ha
escrito trabajos cientificos.

Pizzolitto, R.P.

En el afo 2005 obtiene el titulo de Microbidloga y se gradué de Dra. en Ciencias Biolégicas en el afio 2011,
ambos en la Facultad de Ciencias Exactas Fisico-Quimicas y Naturales de la Universidad Nacional de Rio
Cuarto, realizando sus estudios en la prevenciéon de micotoxicosis en la industria avicola por microorganismos
bioeliminadores de toxinas fungicas. Desde el afio 2014 se desempefia como Investigadora Asistente en la
Carrera de Investigador Cientifico de CONICET, en el |Instituto Multidisciplinario de Biologia
Vegetal (IMBIV), investigando los sesquiterpenos de Fusarium verticillioides y sus funciones en la interaccion
hongo-grano-insecto. Ha publicado articulos en libros y revistas cientificas nacionales y extranjeras. Forma parte
del grupo de investigacién dirigido por el Dr. Julio Zygadlo. Ha participado como integrante de proyectos de
investigacion y en la actualidad dirige el proyecto titulado: “Compuestos volatiles de granos y los sesquiterpenos
de Fusarium verticillioides: sus funciones en la interaccion hongo-grano-insecto”.

Dambolena, J.S.

Licenciado en Quimica (2003), de la Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad Nacional de Cérdoba.
Realiz6 su Tesis Doctoral en el estudio de monoterpenos para el control de Fusarium verticillioidesy sus
micotoxinas, obteniendo el Titulo de Doctor en Ciencias Bioldgicas en el afio 2010. Se desempefia desde el afo
2011 como Investigador Asistente en la Carrera de Investigador Cientifico de Conicet, investigando la
participacion de compuestos volatiles en la comunicacion grano-insecto-hongo, y su potencial para el disefio un
plaguicida de origen natural. En la actualidad dirige, el proyecto de denominado “Micovirus: una alternativa para
el control biolégico de Fusarium verticillioides y sus micotoxinas”. Inici6 su actividad docente en el afo 2004,
ocupando el cargo de Profesor Asistente de la asignatura Microbiologia de los Alimentos de la Facultad de
Ciencias Quimicas, Quimicas de la Universidad Nacional de Cérdoba. En la actualidad se desempefia como
profesor permanente en la Maestria de Ciencias y Tecnologia de los Alimentos, y como Profesor Ayudante Cat
A en la Catedra de Quimica Organica de la Facultad de Ciencias Exactas Fisicas y Naturales, ambos en la
Universidad Nacional de Cérdoba

Zygadlo, J.A.

Bidlogo (1981) y Dr. en Cs. Bioldgicas (1989) de la Universidad Nacional de Cérdoba, Argentina. Profesor Titular
de Quimica Organica y de Productos Naturales, Facultad de Ciencias Exactas Fisicas y Naturales. Investigador
Principal del CONICET. Los aceites esenciales y/o sus componentes son su area de investigacion con énfasis
sobre el desarrollo de bioplaguicidas. Los resultados de su trabajo se ven reflejados en ciento ochenta articulos
publicados en revistas nacionales e internacionales y en trece capitulos de libros. Su labor fue premiada en once
oportunidades por diferentes organizaciones. Trece alumnos han obtenido su titulo de postgrado, maestrias o
doctorados, bajo su direccion. El es editor asociado y revisor externo de algunas revistas cientificas
internacionales. Su labor ha sido subsidiada por organismos privados, estatales, nacionales e internacionales.



indice.

7- 28.- LA COCHINILLA HARINOSA DE LA VID: ; COMO CONTROLAR UNA PLAGA DE
GRAN IMPACTO ECONOMICO MUNDIAL?. PESCHIUTTA, Maria Laura

29 - 59.- ACEITES ESENCIALES COMO BIOPLAGUICIDAS DE TRIBOLIUM
CASTANEUM. EVALUACION DE METODOS, ANALISIS DE ESTRUCTURA ACTIVIDAD.
ZUNINO, Maria Paula.

60 - 70.- USO DE BACTERIAS ACIDO LACTICAS COMO AGENTES DE BIOCONTROL
PARA LA PRESERVACION DE SILOS. MERLO, Carolina.

71 - 84.- FORMULACIONES DE LIBERACION GRADUAL DE BIOPLAGUICIDAS.
INCORPORACION EN MATERIALES POLIMERICOS MEDIANTE IMPREGNACION CON
CO, SUPERCRITICO. GONI, Maria L. ; MURATORE, Florencia ; MARTINI, Raquel E.;
GANAN, Nicolas A.

85 - 107.- BIOMASA Y BIOPLAGUICIDAS. LOPRETTI, Mary; LLUBERAS, Gabriela.

108 - 123.- BIOPLAGUICIDAS. USO, EFICACIA, REGULACION Y MERCADO.
PI1ZZOLITTO, Romina P.; DAMBOLENA, José S.; ZYGADLO, Julio A.

Prologo.



El crecimiento global y continuo de la poblacién humana demanda un incremento
permanente en la produccién de alimentos. Esta situacion se torna critica en diferentes
regiones del mundo, donde la produccién agropecuaria se incrementa sobre la destruccion
del ambiente, lo cual lleva a la contaminacién del suelo, del agua ademas de una perdida
importante en la biodiversidad. Esta situacion se ve agravada cuando el alimento
almacenado para su comercializacion y/o industrializacion, también sufre un fuerte deterioro
por la actividad de diferentes organismos, antes de llegar al consumidor. Existen varias
plagas que afectan los alimentos a lo largo de su cadena de produccion, ellos incluyen
microorganismos, insectos, mamiferos, acaros y nematodos. Esta situacién se vuelve aun
mas complicada cuando se encuentran las micotoxinas producidas por hongos que
deterioran el alimento y que en muchas ocasiones son diseminadas por la actividad de
insectos o mamiferos. Con la llegada de los plaguicidas de origen sintético que mostraron
una gran capacidad de toxicidad sobre las plagas, gran parte de estos problemas fueron
resueltos. De cualquier manera, en los Ultimos afos se ha desarrollado una fuerte presion
por parte de los consumidores sobre las empresas productoras de estos compuestos, como
también sobre los diferentes gobiernos y agricultores para que dejen de utilizar estos
productos o al menos reducir en gran medida su aplicacion. Esta presién surge asociada a
la contaminacién ambiental, al surgimiento de resistencia en la mayoria de las plagas ( lo
que llevo a un incremento en la aplicaciébn de estas sustancias toxicas para lograr los
mismos resultados que se producian antes) y a enfermedades en la poblacion que se las
relaciona muchas veces con estos productos sintéticos presentes en los alimentos o en el
agua. Esto ha conducido a un renovado interés en plaguicidas de origen natural, ya sean
microbianos, obtenidos desde las plantas o de los animales, como aquellos que pueden
surgir de las interacciones entre los organismos, feromonas 6 semioquimicos. Estos nuevos
compuestos biodegradables y sin la capacidad de dejar residuos téxicos permiten una
opcion eco-quimicamente amigable con el ambiente y el hombre. El uso de plantas o sus
metabolitos para el control de diferentes plagas es una practica antigua en diferentes
culturas, como la de India o China.

El presente libro esta enfocado desde el estado actual de los bio-plaguicidas y su
proyeccion futura, este contiene diferentes temas con aportes relevantes y practicos bajo la
consigna de bio-plaguicidas. El primer capitulo abarca desde el ciclo biolégico hasta
métodos de control de la cochinilla harinosa una plaga de gran importancia en los cultivos de
vid en Cérdoba. El segundo tiene como objetivos una visién critica de los diferentes métodos
de bioensayos y estrategias de control para una plaga secundaria que afecta alimentos
almacenados. Las bacterias como una estrategia para la proteccion del ensilaje es el tema
del tercer capitulo. El cuarto y quinto capitulo son tecnoldgicos, sobre diferentes aspectos de
transportar los bioplaguicidas para su uso en la cadena alimenticia. Por dltimo, el sexto



capitulo hace un resumen de los bioplaguicidas y del nuevo mercado que ellos representan
para el control de plagas en una estructura socio-econdémica global que no acepta los
compuestos sintéticos.

Los autores también quieren expresar su agradecimiento a los siguientes
organismos, Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas (CONICET), Fondo
para la Investigacion Cientifica y Tecnolégica (FONCYT 2012-2146 - Agencia Nacional de
Promocién Cientifica y Tecnoldgica -Ministerio de Ciencia, Tecnologia e Innovacién
Productiva), Secretaria de Ciencia y Tecnologia de la Universidad Nacional de Cérdoba y el
Programa Iberoamericano de Ciencia y Tecnologia para el desarrollo (CYTED-
BIORRECER) por la ayuda financiera otorgada para lograr la publicacion de este libro.

Julio A. Zygadlo.
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28

ACEITES ESENCIALES COMO BIOPLAGUICIDAS DE TRIBOLIUM CASTANEUM.
EVALUACION DE METODOS, ANALISIS DE ESTRUCTURA ACTIVIDAD.

ZUNINO, Maria Paula.

Instituto Multidisciplinario de Biologia Vegetal. IMBIV. CONICET. Catedra de Quimica
Organica. Facultad de Ciencias Exactas, Fisicas y Naturales. Universidad Nacional de
Cordoba.

Introduccién.

Las principales plagas de los granos almacenados y sus subproductos son los
insectos y los acaros. Entre ellos hay descriptas 600 especies de plagas de escarabajos, 70
especies de polillas y cerca de 355 especies de acaros que causan pérdidas cuantitativas y
cualitativas de los alimentos. Los insectos herbivoros son responsables de la destruccion de
un quinto de la produccién anual mundial del total de cultivos. Una de las mayores razones
por la cual ellos son considerados plagas, es la creacién de habitats artificiales manipulados
por el hombre que son agro-ecosistemas para satisfacer sus necesidades de
almacenamiento de alimento. En estos habitats los cultivos se seleccionan por su gran
tamano, su alto rendimiento, valor nutritivo, y se agrupan en un area confinada. Esto no
solamente satisface la demanda del hombre sino que provee al mismo tiempo, un entorno
muy propicio para los insectos herbivoros. En las zonas tropicales y subtropicales, donde el
clima proporciona un ambiente muy favorable para una amplia gama de insectos, se
requieren enormes esfuerzos para suprimir las densidades de poblacion de las diferentes
plagas con el fin de lograr un suministro adecuado de alimentos. Después de cosechar el
cultivo, es sometido a varias operaciones que, si son incorrectamente realizadas pueden dar
lugar a graves pérdidas. Como punto de partida, siempre debe tenerse en cuenta que un
grano intacto (entero) es un elemento esencial para el éxito del almacenamiento. Los granos
agrietados o rotos proporcionan un punto de entrada para la infestacion por insectos y
hongos durante el almacenamiento. El dafio a los granos puede suceder debido a la
aplicacién incorrecta de las practicas posteriores a la cosecha como la trilla, el secado o el
transporte (Sallam, 1999; Rajendran y Sriranjini, 2008). La contaminacion de los productos
alimenticios por los insectos es un gran problema para las industrias alimenticias. La
necesidad de controlar los insectos hasta su eliminacion total (“insectos cero”) lleva en
muchos casos a realizar un uso incorrecto y excesivo de los insecticidas quimicos, sin
complementarlos con otras herramientas de control. Esta practica resulta peligrosa desde
varios puntos de vista: pone en riesgo la inocuidad del alimento y la salud del consumidor,
genera rechazos por la poblacién por el exceso de residuo, posee un elevado impacto
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ambiental y puede comprometer la salud y la seguridad de quienes los manipulan
(Carpanetoet al., 2012). Actualmente, segun SENASA (Organismo responsable de
garantizar y certificar la sanidad y calidad de la produccion agropecuaria, pesquera y
forestal) los productos mas usados registrados son: cuatro principios activos preventivos y
dos curativos. Dentro de los preventivos hay dos organofosforados: clorpirifosmetil y
pirimifosmetil y dos piretroides: deltametrina y lambdacialotrina. Un preventivo de muy corta
duracién diclorvos (DDVP) y un curativo fumigantes a base de fosfina (fosfuro de hidrogeno),
con diferentes presentaciones. De acuerdo a nuevas reglamentaciones tanto en Provincia
de Cordoba como en Provincia de Santa Fe se ha prohibido los tratamientos curativos en
carga y transporte de granos, si bien hay normas que los prohiben en todo el territorio
nacional desde 1983 para el uso de fumigantes, hoy se suman estas provincias incluyendo
el uso de agroquimicos (liquidos) (Laitano, 2011). El incremento de problemas asociados a
los plaguicidas sintéticos de amplio espectro, como el aumento de costos y aplicacion;
resurgimiento y resistencia de las plagas a los insecticidas; efectos letales a organismos no
blancos y a los usuarios; efecto residual y contaminacién del ambiente (agotamiento de la
capa de ozono, contaminacién ambiental, residuos de pesticidas en el suelo) asi como su
uso a gran escala, han llevado a la necesidad de investigar sobre plaguicidas
biodegradables con gran selectividad. Los nuevos insecticidas naturales deben ser mas
especificos, no fitotdéxicos, no téxicos a mamiferos, amigable con el ambiente, menos
propenso a generar resistencia, deben ser relativamente menos caros y localmente
disponibles. Esto llevo a re-examinar las practicas centenarias de la proteccion de productos
almacenados utilizando derivados vegetales los cuales se conocen de ser utilizados para
resistir el ataque de los insectos (Rajashekar et a., 2012). Entre los compuestos naturales
utilizados como insecticidas se encuentran los aceites esenciales (AE) y sus componentes
particulares, los terpenos (Gershenzon y Dudareva, 2007; Rajendran y Sriranjini, 2008).
Ejemplo de especies vegetales cuyos metabolitos fueron formulados como insecticidas

son: Azadirachta indica, Chrysanthemum cinerariaefoliumy Carum carvi.

Tipos de plagas

Las plagas de insectos varian de acuerdo con la regién, la estacién del afo, el
sistema y el periodo del almacenamiento. Los insectos plagas se pueden diferenciar, de
acuerdo al tipo de infestacion en plagas primarias y plagas secundarias. Plagas primarias:
son aquellos insectos que atacan el grano sano, sin dafo previo y producen la primera
infestacion. Son las mas importantes durante el almacenamiento; sus fuentes de alimento
son limitadas y mueren cuando éstas se agotan o cuando las poblaciones alcanzan altos
niveles. Los insectos de esta clase pueden sobrevivir en los residuos de grano dentro de la

estructura de almacenamiento. En muchos casos los dafios que provocan comienzan en el



30

campo, antes del almacenamiento. Al completar su ciclo dejan el grano picado o dafado.
Dentro del grupo de plagas primarias se encuentran el gorgojo del maiz (Sitophilus
zeamais), el barrenador grande del grano (Prostephanus truncatus), la palomilla de los
granos (Sitotroga cereallela) y el barrenillo de los granos (Rhyzoperta dominica). Plagas
secundarias: estas plagas por el contrario, no atacan los granos integros, ya que no
pueden penetrarlo por la estructura de proteccion del grano. Por lo tanto se alimentan de
aquellos granos que ya han sido danados por plagas primarias 0 sometidos a manejo o
procesamiento, es decir granos rotos, productos, subproductos de la molienda y
procesados. Las plagas secundarias tienen una variedad de alimentos mas amplia y es
posible que hagan su aparicion en estadios muy tempranos de almacenamiento. Sin
embargo, los dafos no se consideran de importancia hasta que son causados por plagas
primarias. Entre las plagas secundarias se encuentran las polillas (Plodia interpuctella,
Anagasta kihmiella), las carcomas (Oryzaephilus surinamensis, Cryptolestes pusillusch, C.
ferrugineus, Tenebroides mauritanicus), el gusano oscuro de la harina ( Tenebrio obscurus), y
los escarabajos tribolios (Tribolium castaneum y T. confusum) (Garcia—Lara et al., 2007;
Casini y Santajuliana, 2015). En este capitulo haremos referencia al insecto Tribolium
castaneum, su control con AE, sus componentes principales, y las técnicas insecticidas

utilizadas.

Caracteristicas de Tribolium sp.

Este insecto pertenece al Orden Coledptera y a la Familia de los Tenebrionidae. Este
grupo de insectos es grande y variado y contiene mas de 10000 especies de las cuales
cerca de 100 estan asociadas con productos almacenados. La mayoria de los tenebriénidos
son de color negro o marron oscuro y principalmente son fitéfagos. Los adultos se
caracterizan por tener solo 4 segmentos en el tarso de la pata trasera. La infestacion por
estos gorgojos resulta en un olor poco atractivo debido a la secrecion de benzoquinonas en
glandulas abdominales. Estas sustancias son nocivas para animales de sangre caliente en
condiciones adecuadas de temperatura y humedad (Liang et al., 2016). Ademas, estas
quinonas téxicas contaminan las harinas y productos de la harina confiriéndoles olor
desagradable y color grisaceo, por lo tanto se desprecia dicho producto por la presencia de
excrementos, exuvios y restos de cadaveres.

Tanto T. castaneum como T. confusum son consideradas importantes plagas
secundarias de granos almacenados y harinas. Ambos son probablemente las plagas
secundarias mas comunes de todas las materias primas vegetales almacenadas en todo el
mundo, especialmente en climas tropicales y sub tropicales. Las dos especies atacan
granos de maiz, trigo, harinas y productos alimenticios basados en granos, chicharos,
frijoles, nueces sin cascara, frutas deshidratadas, especias, chocolate, medicamentos, chiles



31

y de otros tipos de instalaciones. De todas formas los productos de granos molidos como
harinas son su alimento preferido.

Tribolium castaneum es mas comun en zonas tropicales y es dominante con
respecto a T.confusum. Este ultimo se confunde frecuentemente con T. castaneum pero
pueden ser separados observando los ultimos tres segmentos de la antena que son muchos
mas grandes que los restantes en T. castaneum formando una clava, mientras que en T.
confusum los ultimos 5 segmentos aumentan gradualmente de tamano hasta el final.
Tribolium confusum al igual que T. castaneum se encuentra en productos de cereales
triturados y son habitantes frecuentes de los molinos de harinas sobre todo en regiones
templadas de todo el mundo. Otra diferencia que tienen estas especies es que T. confusum
no es capaz de volar como lo hace T. castaneum (Sallam, 1999).

Caracteres de Tribolium castaneum.

El adulto mide de 3 a 4 mm, es de color que va de marrdn rojizo a negruzco y de
forma aplanada. Pueden vivir de uno a tres afos. Presenta de 3 a 5 generaciones anuales.
La cabeza y la parte superior del térax estan cubiertas de perforaciones y protuberancias y
los élitros estan surcados todo a lo largo. Los huevos son pequerios (0.5 mm), cilindricos y
blancos. Son pegajosos que hace que se cubran de harina y se peguen en los
contenedores. Las larvas son alargadas de color blanco cremoso hasta tornarse amarillo
marrén y estan cubiertas de pelos finos. Miden de 5 a 6 mm de longitud. La cabeza es de
color marrén palido. Presentan generalmente entre 7 a 8 instares larvales. La pupa no tiene
capullo, es de color blanco amarillento y luego se torna marrén (Garcia Lara et al., 2007;
CABI, 2007; Sallam, 1999).

Ciclo de vida

Las hembras depositan entre 350-400 huevos durante su vida adulta (5 a 8 meses) y
puede llegar a poner hasta un maximo de 1000 huevos con temperaturas de entre 22 y 40
°C durante su desarrollo. Las larvas antes de pupar suelen permanecer dentro del grano
(Sallam, 1999). Bajo condiciones Optimas de 35°C y de 60-80% de humedad relativa los
tiempos de desarrollo para cada estadio son aproximadamente 3 dias para los huevos, 16
dias para las larvas y 5 dias para las pupas (CABI, 2007). Tanto larvas como adultos causan
dafio. Los adultos son tolerantes a humedades relativas menores al 11% y pueden
alimentarse de una amplia gama de alimentos y son colonizadores perfectos de nuevos
habitats (Sallam ,1999). Los adultos se dispersan en distancias cortas a través del vuelo.
Los adultos y larvas se alimentan principalmente del germen de los cereales. Tienen una
marcada tendencia canibal y son depredadores de huevos y larvas de otras plagas de
almacén (Garcia Lara, 2007).
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Familias de plantas cuyos aceites esenciales fueron utilizados como insecticida
contra Tribolium castaneum.

Los AE de 100 especies distribuidas en 19 familias han sido estudiados en los
ultimos 15 anos, para estudiar sus efectos insecticidas y repelentes contra el gorgojo rojo de
la harina. Las familias mas estudiadas fueron Lamiaceae, Rutaceae, Asteracea y Myrtaceae
con mas de 10 especies cada una. Dentro de las Lamiaceae se estudiaron 10 géneros y de
ellos los mas frecuentes fueron Mentha (3 especies), y los géneros Hyptis, Ocimum, Salvia y
Vitex con 2 especies cada uno. Incluso se estudiaron poblaciones de plantas diferentes
dentro de la especie Mentha suaveolens. Mientras que dentro de las Rutaceae se estudiaron
6 géneros y de los cuales los mas frecuentes fueron Murraya (6 especies), Citrus (5
especies), Evodia (3 especies) y Zanthoxylum (2 especies). Los géneros mas frecuentes
dentro de las Asteracea fueron Artemisia (7 especies) y Achillea (2 especies) y dentro de las
Myrtaceae los géneros Eucalyptus (6 especies), Callistemon, Melaleuca 'y Syzygium con 2
especies cada uno. En la Fig. 1 se muestra la frecuencia en el niumero de especies dentro
de cada familia de plantas que fueron ensayadas para demostrar su efecto insecticida o
repelente.

Tipos de bioensayos.

Con los AE de las diferentes familias nombradas mas arriba se han realizado
distintos tipos de ensayos: insecticida por fumigacién, insecticida por contacto y ensayo de
repelencia. Dentro del ensayo de insecticida por contacto se encuentran dos métodos
diferentes: aquel en que la solucién de aceite esencial es aplicada sobre un papel de filtro
por donde caminaran los insectos a ensayar, y en el otro método dicha solucion es aplicada
en forma de gota sobre el dorso del insecto. En el primer caso hablamos de concentraciones
letales y en el segundo de dosis letales. Cabe destacar que estos métodos son utilizados
como insecticidas con casi todos los insectos que atacan a alimentos almacenados como los
géneros Sitophilus, Rhyzopertha, Oryzaephilus, Callosobruchus, Lasioderma y otras
especies de Tribolium. La frecuencia con que fueron estudiados estos métodos sobre T.
castaneum se puede ver a continuacioén (Fig. 2):

El método fumigante fue el més estudiado. Esto se deberia a la condicion de
volatilidad que tienen los AE teniendo en cuenta que estos insectos se encuentran en
alimentos almacenados de ambientes cerrados y su aplicacién en estos ambientes
aseguraria que los compuestos no se pierdan faciimente. De todas formas es un método de
muy facil aplicacion. La toxicidad de los diferentes métodos se explica por las diferentes vias
de ingreso del aceite esencial al insecto: absorbidos por la cuticula (efecto contacto),
inhalados (efecto fumigante) o por sistema digestivo (efecto ingestivo). Mientras que el

ensayo de repelencia no tiene que ver con la muerte del insecto sino con su alejamiento de
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la fuente de alimento. Esta relacionado mas bien a su conducta. La cuticula de los insectos
es secretada por una sola capa de células epidérmicas que cubre toda la superficie del
insecto extendiéndose en el sistema traqueal, intestino anterior y posterior, y parte del
sistema genital. Esta compuesta por varias capas, desde el exterior: el cemento y la cera,
luego la epicuticula, a continuacién la exo- y la endocuticula (VincentyWegst, 2004). Las
capas exo- y endocuticulares consisten en disposiciones de nanofibras de quitina altamente
cristalinas embebidas en una matriz de proteinas, polifenoles y agua con pequefas
cantidades de lipidos. Se ha propuesto que los constituyentes de los AE (mezcla compleja
de sustancias no polares y minimamente polares) difunden en la cuticula horizontalmente
y/o verticalmente. Por su difusion horizontal ellos alcanzan el sistema traqueal donde
continian moviéndose hasta llegar a todos los tejidos en el organismo, y por lo tanto
alcanzan su sitio o sitios de accién. Difundiendo verticalmente, las sustancias atraviesan
desde el tegumento a la epidermis y entran en el organismo (Werdin Gonzalez et al., 2014).
Teniendo en cuenta las familias de plantas cuyos AE fueron utilizados como insecticidas,
tres de ellas, las mas frecuentes, fueron estudiadas aplicando los cuatro métodos
nombrados (Fig. 3).

Caracteristicas de los bioensayos.

En base a la bibliografia consultada la mayoria de los métodos insecticidas se
replican entre 3 y 6 veces. La mayoria de los investigadores utilizan 3 y 5 réplicas. Los
insecticidas (comerciales) utilizados como controles positivos son: piretrinas (compuestos
naturales que se encuentran en ciertas flores de crisantemos), piretroides (sustancias
sintéticas de estructura muy parecida a las piretrinas, el mas utilizado es la permetrina),
bromuro de metilo, fosfina y malation. Mientras que las sustancias utilizadas como control
positivo de repelencia son: DEET (N,N-dieti-meta-toluamida) y etilbutilacetil
aminopropionato. Los solventes utilizados para disolver los AE o sus compuestos principales
son hexano y acetona. Pocos autores realizan experiencias demostrando que ambos
solventes son inocuos para los insectos, pero por su alta volatilidad, al dejarlos secar por un
determinado tiempo, no quedaria residuo y por lo tanto no presentarian toxicidad.

* Edad de los insectos adultos utilizados para los test:

Las diferentes edades de los insectos adultos utilizadas para los diferentes test
insecticidas y de repelencia van desde menores a una semana como minima edad hasta un
mes como maxima (ambas son los menos utilizadas). Las edades mas utilizadas son
insectos de una a dos semanas (34%) e insectos de una semana (29%) (Fig. 4). Cabe
destacar que hay pocas publicaciones que estudian la oviposicion de las hembras y el
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desarrollo larval. De esos pocos estudios (analizados para este manuscrito) un 50%
concluye que tanto las larvas como los insectos adultos presentan la misma susceptibilidad
a la aplicacion de los AE. Mientras que otro 50% concluye que los adultos son menos
resistentes que las larvas. Con respecto a estudios de los diferentes estadios larvales
también hay una misma proporcién de estudios que muestran tres diferentes posturas: no
hay diferencia de susceptibilidad a la aplicacién del aceite entre estadios larvales; los
estadios mas grandes en edad son mas resistentes que los mas chicos y viceversa. Se
deberian hacer mas estudios sobre larvas para dilucidar una tendencia. De todas formas no
se encontraron estudios en donde no se tenga en cuenta la edad del insecto, es decir en
donde usen insectos de todas las edades que es lo que naturalmente ocurriria en un

alimento contaminado por este insecto.

*Numero de insectos utilizados en los diferentes test:

En los test insecticidas tanto por contacto como fumigante hay un mayor rango de
numero de insectos utilizados en un test, mientras que en los test de repelencia la mayoria
utilizé 20 insectos (Fig. 5). Tener en cuenta el nimero de insectos utilizados dentro de las
unidades experimentales en los diferentes test es de suma importancia para poder comparar
resultados entre diferentes autores. En los test insecticidas un 70% de los trabajos
analizados utilizaron 10 insectos y un 23% utilizaron 20 insectos. Estos trabajos fueron
utilizados para realizar un estudio de toxicidad en base a la composicion de los AE. Con
respecto a los test de repelencia hay menos variabilidad en la cantidad de insectos utilizados
por unidad experimental ya que el 85% utilizé 20 insectos. El problema de este test esta en
la metodologia empleada, que se detallara mas adelante, y por eso se hace dificil comparar
los resultados entre si.

* Condiciones de Temperatura y Humedad de los ensayos.

Menos del 20% de los trabajos analizados describen estas condiciones en que se
hacen los diferentes test. Hay que tener en cuenta que es importante determinar estas
condiciones ya que los AE contienen sustancias volétiles y pueden ser alteradas en su
volatilidad sobre todo por la temperatura.

De esos pocos trabajos en la Tabla 1 se muestra el porcentaje de las distintas temperaturas
y humedades empleadas. Se podria decir que las temperaturas preferidas estan en los
rangos de 25 a 28 °C y las humedades entre los 65 y 80 %.

* Presencia o ausencia de alimento en los bioensayos.
Esta caracteristica es muy importante ya que condiciona mucho las CLs, sobre todo
en los test fumigantes. De todos los trabajos analizados para este manuscrito el 76% no
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utilizé alimento en sus ensayos insecticidas. En los test de repelencia en ningin momento
se utiliz6 alimento ya que el método utilizado (mitades de papel de filtro con y sin
compuesto) no es el adecuado para hacerlo (se discutird mas adelante). Del restante 24%
de los ensayos que si utilizaron alimento (ya sea grano o harina) la mitad aproximadamente
fue tenida en cuenta para este estudio ya que la otra mitad presentaron sus resultados en
valores de mortalidad que no son comparables con los trabajos en donde se presentan DL
o Cls (utilizados en este estudio). Hay que destacar que en los ensayos de insecticida por
contacto solo el de topicacion dorsal fue hecho con alimento y sélo el 13% dentro de este
test. En un estudio hecho por Lee et al (2004) se vio que cinco AE estudiados fueron de 3 a
4 veces menos téxicos (en términos de mortalidad) cuando fueron aplicados con alimento
(trigo) al 50% de relacion de llenado del recipiente donde se hizo el ensayo comparado con
los ensayos sin alimento. Incluso con el aceite esencial de Eucalyptus codonocarpa este
efecto se vio disminuido hasta 9 veces. Este estudio permiti6 suponer que estos AE son
absorbidos en la superficie del trigo. De todas formas aclaran que estos AEs serian mas
seguros en términos de toxicidad humana que los fumigantes convencionales. Otra
observacion interesante de estos autores es que los cinco AE que contienen 1,8-cineol en
altas concentraciones (>40%) mostraron el menor decrecimiento en la mortalidad en
presencia de trigo, mientras que el aceite de E. codonocarpa que tiene solamente un 6% de
este compuesto muestra una disminucion muy grande. De esta forma se sugiere que el 1,8-
cineol o es altamente toxico 0 es menos absorbido que los otros dos componentes que
forman parte como principales componentes del aceite de E. codonocarpa (p-cimeno y
piperitona). Otros autores (Tripathi y Upadhyay, 2009) observaron que la ClLsy en T.
castaneum aumenté 4 veces con alimento comparado con los que no lo tenian, y hasta 15
veces mas se observo para otros insectos. Teniendo en cuenta estas observaciones es
muy importante considerar si los ensayos se hacen o no con alimento. Debido a las escasas
publicaciones de dosis 0 concentraciones letales determinadas con alimento en los ensayos
se aconseja profundizar en estos trabajos ya que darian una aproximacién mas real a su

aplicacioén para el control de T. castaneum.

* Otras caracteristicas de los métodos a tener en cuenta.

Pocos estudios determinan la persistencia del AE como insecticida en un
determinado método. Entre ellos, Tripathi y Upadhyay (2009) midieron la persistencia del AE
de Hyptis suaveolens como insecticida y muestran que el aceite a su dosis mas alta
aplicada (184,2 mg/250g de granos) sigue matando un 50% de T. castaneum a los 20 dias
posteriores a la aplicacién del aceite. Mientras que a los 30 dias ya no muestra ningun
efecto. Otro problema a tener en cuenta es si el método se hace en recipientes abiertos o

cerrados. En los cerrados la concentracion aplicada es mas controlada pero muchas veces
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Temperaturas (°C) Frecuencia (%) Humedad (%) Frecuencia (%)

23-27 46,7 40-45 9,1

26-28 33,3 65,0 36,4

29-30 20,0 68,0 9,1
70-80 45,5

Tabla 1. Frecuencia (%) de las condiciones de temperatura y humedad de los test insecticidas
realizados para T. castaneum.

se aleja de la realidad ya que no siempre se tienen los granos en recipientes herméticos.
Kim y Lee (2014) observaron que la mortalidad cae en un 90% aproximadamente cuando se
aplica AE en recipiente abierto respecto a un recipiente cerrado, debido a la pérdida de los
compuestos volatiles. Muy pocas veces (< 2%) se hacen estudios del efecto de los AE sobre
sitios de accién, como por ejemplo enzimas relacionadas al sistema nervioso central o

enzimas antioxidantes o de detoxificacion.

* Variaciones en la toxicidad de un AE de la misma especie.

Se sabe que la variacién en la composicién de los AE depende de varios factores
como el genético, tipo y edad del érgano de la planta y condiciones del medioambiente. Los
AEs con mas compuestos oxigenados son mas téxicos; los aceites extraidos de plantas en
floracién fueron mas insecticidas que los de plantas en estado vegetativo, por el aumento de
compuestos oxigenados (Hashemi et al., 2013). Otra observacion es que el AE de la misma
planta extraido de las raices es mas toxico en método por contacto que el extraido de las
hojas. A su vez un mismo AE puede ser mas téxico en test por contacto que por fumigacion
(Wang et al , 2015a).

Muchos AEs de plantas que crecen en diferentes zonas geograficas presentan diferencias
en su composicién y por lo tanto en el efecto insecticida (Hamdy et al., 2015).

Resistencia de Tribolium castaneum en comparacion con otros insectos que atacan
alimento almacenado.

Este insecto es uno de los que mas ataca a los cereales y es uno de los mas
resistentes a los tratamientos antipesticidas (Hashemi et al. 2013). De todos los trabajos
analizados para este manuscrito el 87,5% observan que T. castaneum es mas resistente a
los efectos insecticidas de los AE que el resto de los insectos evaluados de la misma
manera. Los insectos que presentaron menor tolerancia a los AE en comparacién con T.

castaneum fueron: Rhyzopertha dominica, Oryzaephilus surinamensis, Callosobruchus
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chinensis, C. maculatus, Sitophilus zeamays, S. oryzea y Lasioderma serricorne (Lee et al
2004; Ogendo et al., 2008; Ebadollahi, 2011; Tripathi y Upadhyay, 2009; Negahban et al.,
2007; KhaniyAsghari, 2012; Liu et al., 1999; Sahaf et al., 2008; Saroukolai et al., 2010; Wang
et al. 2015a;2015b; You et al., 2014). Estos dos ultimos insectos presentaron a su vez, en
algunos trabajos mayor resistencia que T. castaneum, ocupando el 12,5% restante de los
trabajos analizados.S. oryzae fue mas resistente en test fumigante de AE pertenecientes a
las Myrtaceae (Lee et al., 2004). Por otro lado, Lasioderma serricorne presentdé mayor
resistencia para un mismo AE (Zanthoxylum armatum) solo en el método fumigante, ya que
en el método por contacto fue menos resistente que T. castaneum (Wang et al., 2015b). Lo
contrario se observo con los AE de las Myrtaceae, los cuales fueron menos téxicos para L.
serricorne que para T. castaneum en el método por contacto (You et al., 2014). Con
respecto a efectos repelentes de los AE se ha visto que hay pocos trabajos de repelencia
que utilizan mas de una especie de insecto. Entre estos podemos mencionar al trabajo de
Tripathi y Upadhyay (2009) los cuales observaron que T. castaneum presenté menor
susceptibilidad al efecto repelente del AE de Hyptis suaveolens que los insectos C.
maculatus, R. dominica, S. oryzae. Mientras que Zhang et al. (2011) y You et al. (2014)
observaron lo contrario, que T. castaneum present6 mayor susceptibilidad a la repelencia de
otros AE con respecto a los insectos Liposcelis bostrychophilay a L. serricone,

respectivamente.

Métodos insecticidas.
Método por contacto sobre papel de filtro.

Este método consiste en distribuir uniformemente una solucion del AE sobre un
circulo de papel de filtro ubicado en el piso de una capsula de Petri. Alli se colocan
generalmente entre 10 y 20 insectos. Se utilizaron para los siguientes analisis los dos tipos
de unidades experimentales ya que no hubo grandes diferencias entre las concentraciones
de aceites con composicion semejante. Solo se utilizaron datos que miden mortalidad a las
24h y se utilizaron las Cls, expresadas en mg/cm? (aquellos valores que no fueron
expresados asi se transformaron dentro de su posibilidad). Los valores que fueron
expresados en % de mortalidad no se tuvieron en cuenta para este estudio al igual que
aquellos que no expresan actividad insecticida pero presentan una concentracion maxima
utilizada menor a la mayoria de las estudiadas. Teniendo en cuenta las diferentes dosis
estudiadas para este método se observaron que las CLs, presentaron un valor minimo de
0.07 mg/cm? para la especie Artemisia monospermay un maximo de 7.4 g/cm? para la
especie Artemisia herba alba, ambas Asteraceae. A partir de este rango se determinaron
arbitrariamente (dividiendo las especies aproximadamente a la mitad de acuerdo a las dosis
ordenadas en forma creciente) dos grupos de especies que presentaron valores = 0.3
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mg/cm? considerando a las especies menos téxicas y valores < 0.3 mg/cm?para las especies
mas toxicas, en base a su ClLs,. La Fig. 6 muestra la frecuencia de las familias de las
diferentes especies que fueron estudiadas como insecticida por contacto y el porcentaje de
las mismas con respecto a los dos grupos de CLs, determinado anteriormente. Como se
puede observar las Lamiaceae presentd el mayor porcentaje (26%) de especies con
actividad por contacto, seguido por las Rutaceas (14%), Asteraceae y Myrtaceae (12% c/u).
El menor porcentaje lo presentd Geranaceae con solo el 3% de las especies estudiadas.
Dentro de las especies con AE mas toxicos (CLsy <0,3 mg/cm?) el 40% pertenece a especies
de las Lamiaceae pertenecientes a los géneros Origanum, Satureja, Mentha y Rosmarinus.

Las Apiaceae es la familia que le sigue en toxicidad (20%) con todas sus especies
dentro del rango de los aceites mas toxicos. Mientras que las especies de las Myrtaceae,
Poaceae y Geraniaceae presentaron concentraciones dentro del rango de los menos toxicos
(CLs, = 0.3 mg/cm?) (ver tabla anexa 1). De acuerdos a estos datos se analizo la
composicion principal de los AEs teniendo en cuenta solo aquellos compuestos que
presentaron un porcentaje igual o mayor al 8% del total del aceite. Los compuestos fueron
agrupados en los siguientes grupos funcionales: hidrocarburos, cetonas, epoxi (1,8-cienol
fue el unico compuesto dentro de este grupo), fenilpropanoides y otros (en esta categoria se
encuentran los alcoholes, aldehidos, esteres (acetatos) y algunos del grupo anterior cuando
solo se presentaba en solo una especie). La siguiente figura (Fig. 7 A y B) muestra la
proporcion de los diferentes grupos quimicos que componen los AE tanto en aquellos con
CLs, < 0.3 mg/cm? como los de ClLs, = 0.3 mg/cm?® También se tuvo en cuenta si esos
grupos quimicos se presentaban en una proporcion mayor o menor al 50% del total del
aceite. Como puede observarse en la Fig. 7 A, que corresponde a aquellos aceites mas
bioactivos, el grupo quimico cetona fue el mas abundante con un 46.7% de especies que
presentaron ese grupo quimico con un porcentaje >50 en su aceite. Entre estas especies se
encuentran 3 especies: Origanum vulgare, Satureja calamintha y Ruta chalepensis con
CLso<0.1 (ver tabla anexa 1) cuyos aceites poseen pulegona en una proporcién >50% para
las dos primeras y 2-undecanona para R. chalepensis. Luego sigue la especie Mentha
suaveolens cuyas tres poblaciones estudiadas presentaron mentona como mayor
componente junto a pulegona y Artemisia judaica con mas del 50% de tujona en su aceite.
Ambos géneros presentaron valores de Cls, < 0.2 mg/cm?®. Luego le sigue el grupo de los
hidrocarburos (40% de las especies) que estuvieron presentes en su mayoria en porcentajes
menores al 50 (es decir, estan presente junto a otro grupo quimico como cetonas vy
alcoholes). En estos casos encontramos a la especie Artemisia monosperma con la Cls
mas baja (0.007 mg/cm?) de todas las especies estudiadas, que presenté un hidrocarburo
aromatico poco comun en los AE, el capilleno. Este compuesto se encuentra junto al y-

terpineno y a una cetona aromatica, la capillina (una cetona a, B-insaturada). Estas
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moléculas serian las responsables de la toxicidad de este aceite. Otras especies dentro de
este grupo cuyo AE poseen hidrocarburos en una proporcion < al 50%, son Astoma
seselifolium, Astoma easeselifolia y Pituranthostortuosus de la familia Apiaceae. Sus AE
poseen sabineno como hidrocarburo acompanado de 4-terpineol como grupo alcohol. Como
grupo quimico “otros” se encuentran un aceite esencial (Cupressus macropcarpa) que tiene
como mayor componente al alcohol 4-terpineol junto al hidrocarburo sabineno (pero en
proporciones inversas con respecto al otro grupo) y al aceite de Rosmarinus officinalis con
grupo epoxi (1,8-cineol) como mayor componente junto a la cetona alcanfor y al
hidrocarburo a-pineno.

En la Fig. 7 B se muestran los porcentajes de los grupos quimicos presentes en los
AE con Cls, = 0.3 mg/cm®. Se puede observar que en este caso la mayoria (47.4%)
presentd hidrocarburos en su composicién principal y estos estuvieron presentes en una
proporcién >50% principalmente. Dentro de estos aceites se encuentran aquellos con
limoneno como principal componente como las especies limén, pomelo y naranja (Rutaceae)
(Citrus x limdn, C. paradisi y C. sinensis); otros poseen a-pineno y 3-careno que son dos
especies de la familia Cupressaseae y una Anacardaceae con a- y B-fellandreno. Los
aceites ricos en cetonas poseen alcanfor y piperitona como mayores componentes.
Finalmente se encuentra un 36.8% con aceites con “otros” grupos funcionales como epoxi,
alcoholes como B-citronelol y geraniol, fenilpropanoide como el carvacrol y los menos
téxicos con aldehidos y éster como principal componente (ver tabla anexa 1).

Método por contacto por topicacion dorsal.

Este método consiste en aplicar en el dorso del insecto una gota de una solucién del
aceite esencial. El volumen de la gota aplicada con micro jeringa, en el 86% de los casos,
fue de 0.5 ul por insecto. Solo un 14% aplicd 1 pl. El volumen aplicado es de importancia por
el tamano del insecto ya que un gran volumen podria causar cierto estrés en el insecto que
modificarian los resultados esperados como insecticida. En estos ensayos solo el 13% fue
hecho con alimento. Es decir que luego de tratar al insecto se lo llevé a una camara con
alimento durante 24h y luego se conté la mortalidad. En este método se analizaron 23 AEs
cuyas dosis presentaron valores entre 1,2 y 7400 pg/insecto. La Fig. 8 muestra la frecuencia
de familias de plantas que se estudiaron con actividad insecticida por topicacion dorsal y la
proporcién de los aceites con dosis por encima y por debajo de 40 pg/insecto. Este rango se
eligié teniendo en cuenta las diferentes dosis analizadas y separando a todas las especies
aproximadamente por la mitad de acuerdo a un orden ascendente de DLs,. De esta forma
consideramos mas téxicos aquellos aceites con DLso< 40 pg/insecto y menos toxicos los >
40 pg/insecto. A diferencia del método anterior, en este caso los AE mas estudiados
pertenecen a las Rutaceae (23%), Zingiberaceae y Asteraceae (18% c/u), siguiendo las
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Lamiaceae (14%) y las restantes con un 5% c/u. Las especies de las Rutaceae, Asteraceae
y Lamiaceae presentaron una proporcion mayor de AE con dosis por encima de
40ug/insecto, mientras que las especies de las Zingiberaceae, Acoraceae, Ericaceae y
Liliaceae presentaron aceites con DLsy<40 ug/insecto.

Las familias restantes Atheroespermataceae, Winteraceae y Cupressaceae
presentaron aceites menos toxicos (>40 pg/insecto). Teniendo en cuenta el criterio anterior
(del método contacto sobre papel) con respecto a la composicién de los AE mas y menos
toxicos, en la Fig. 9 se muestran las proporciones de los principales grupos quimicos
presentes en los aceites y en qué cantidad se encuentran. Para el grupo de AE con DLso<
40 ug/insecto (los mas téxicos), al igual que el método de contacto sobre papel, vuelve a ser
mayoritario el grupo quimico cetona con un 36,4% de las especies estudiadas, aunque
presenta mayor diversidad de grupos funcionales (Fig. 9 A). Le siguen los fenilpropanoides
(27,3%) y finalmente los hidrocarburos y el grupo epoxi que se encuentran en un 18,2% de
los AE estudiados. En el grupo de las cetonas, a diferencia del método anterior (contacto por
papel), éstas se encuentran tanto con valores mayores y menores al 50% del AE (en la
misma proporcién). En el primer caso los compuestos son:2-furil metil cetona (72% del AE)
presente en la especie Perilla frutescens (Lamiaceae) con una de las dosis mas bajas (1,2
pg/insecto) y por otro lado se encuentra la especie Rhododendron thymifolium (Ericaceae)
con una mezcla de cetonas como B —elemenona y germacrona. Los AE con proporcion de
cetonas <50% del aceite se encuentran junto a compuestos aromaticos oxigenados como la
elemicina (Atalantia guillauminii, Rutaceae) o son mezcla de tres cetonas (Acorus calamus,
Acoraceae) (ver tabla anexa 1). Los grupos quimicos hidrocarburos y epoxi se encuentran
en su totalidad en porcentajes < 50% del aceite, por lo tanto estan presentes junto a otros
grupos quimicos. Los hidrocarburos estan presentes como mezcla de al menos dos o tres
compuestos mayoritarios como por ejemplo B-pineno y cariofileno en la especie Amomum
maximum o junto a un alcohol, ejemplo sabineno y 4-terpineol como en la especie Zingiber
purpureum, ambas Zingiberaceae. El grupo epoxi (1,8-cineol) se encuentra junto a un
hidrocarburo como B-pineno en Artemisia stolonifera (Asteraceae) y limoneno en Amomum
tsaoko (Zingiberaceae). Ambas especies con DLsy< 20 pg/insecto. Los AE con grupo
quimico fenilpropanoide que estan presentes en proporcion >50% contienen o un solo
compuesto de este tipo como el estragol en Etlingera yunnanensis (Zingibiraceae) o mezcla
de dos moléculas como metileugenol y safrol en Lirio pemuscari (Liliaceae). Ambas especies
poseen DLsy entre 10 y 25 pg/insecto (ver tabla anexa 1). La especie Zanthoxylum armatum
(Rutaceae) tiene en su composicién anetol (<50%) junto a 1,8-cineol (epoxi) y una cetona
(tridecanona). Esta especie posee una DLsy= 32,2 pg/insecto.  Con respecto a los AE que
presentaron dosis mas altas (>40 ug/insecto). Los hidrocarburos fueron los representativos
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Toxicidad por contacto sobre papel
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Fig. 6. Frecuencia (%) de familias con efecto insecticida por contacto sobre papel contra adultos de
T. castaneum. Se discriminan proporcién de AE con dosis < =z a 0,3 mglem®.
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Fig. 7. Porcentaje (por encima de las bamras) de los diferentes grupos quimicos que componen los
aceites esenciales (AE) de las especies vegetales con Clgp = 02 a 0.3 mi_:m:rn2 (Fig.7 & v B,
respectivamente). En el cuadro A" el término “otros” comprende grupo alcohol y epoxi. En el
cuadro “B” el término “ofros” comprende los siguientes grupos guimicos: los que estan presentes
en % = al 50 son epoxi, aldehido y éster y para % < 50 alcohol y fenilpropanocide. Dentro de cada
barra se expresa el % en que dicho grupo quimico se encuentra en el AE.
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Fig. 8. Frecuencia (%) de familias con AE con efecto insecticida por contacto por topicacion dorsal
contra adultos de T. castaneum. Se discriminan proporcion de AE con dosis < ¢ = a 40 pgfinzecto.
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Fig. 9. Porcentaje (por encima de las bamas) de los diferentes grupos quimicos que componen los
aceites esenciales (AE) de las especies vegetales con DL, < 0 = a 40 pofinsecto (Fig9 A y B,
respectivamente). En el cuadro *B" el término “ofros” comprende grupo alcohol y cetona. Dentro de
cada bara se expresa el % en que dicho grupo quimico se encuentra en &l AE.
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con un 45,5% de las especies (Fig. 9 B). Este patrén también se observé para el método de
contacto por papel. Aquellas especies que presentaron a-pineno junto a hidrocarburos
sesquiterpénicos (Platycladus orientalis — Cupressaseae y Drimys winteri - Winteraceae)
como el cubebeno y cariofileno fueron mas toxicos (DLsp< 200 pg/insecto) que los que
poseen solo limoneno (como el aceite de naranja) o B-pineno junto a sabineno, o
hidrocarburo aromatico como el camazuleno (Hyptis suaveolens y Dendranthema indicum,
Lamiaceae y Asteraceae, respectivamente). Los demas AE estudiados que presentaron
diversos grupos quimicos varian entre los que presentaron epdxidos sesquiterpénicos, lo
mas toxicos (Zanthoxylum dissitum, Rutaceae), junto a otra Rutaceae, Citrus wilsonii, cuyo
aceite posee una mezcla de alcohol, éster, hidrocarburo y aldehido como principales
componentes. Dentro del grupo de fenilpropanoides la especie con safrol (Laurelia
sempervirens, Atherospermataceae) fue mas tdxica que la que presentd estragol (la
albahaca O. basilicum, Lamiaceae). Entre los que presentaron cetonas, aquellos AE que
tiene alcanfor fueron los menos téxicos (Artemisia absinthium y A. herba alba, Asteraceae)
con DLso> 2600pug/insecto (ver tabla anexa 1). En ambos métodos por contacto se observa
que los AEs con cetonas son mas toxicos que los que tienen hidrocarburos como

componentes principales.

Método por fumigacion.

Es uno de los métodos mas estudiados y el que presenta mayor homogeneidad en la
metodologia empleada. Los volumenes de los recipientes donde se colocan los insectos
varian de 1000 ml a 25-28 ml, siendo estos ultimos los mas usados. La solucion del AE se
coloca en un papel de filtro en la tapa del recipiente y se coloca una malla o vaselina para
evitar que el insecto hago contacto directo con el AE. De esta forma la toxicidad actuaria
directamente en forma de vapor. En este método es muy importante la temperatura a la cual
se hacen los ensayos y la presiéon de vapor de los componentes del AE. La comparacién de
toxicidades fumigantes entre si se hace dificil debido a la gran variabilidad asociada con la
velocidad de accion, la especie en estudio, estadio, cepa y presencia o ausencia de alimento
en el test. De todas formas se intenta encontrar alguna relacién entre las toxicidades de los
diferentes AE y sus composiciones principales. En este método los AE de 16 familias (74
especies), de plantas fueron estudiados como fumigantes (Fig. 10). La familia Lamiaceae
fue jamas estudiada con una frecuencia del 20%, siguiendo las familias Myrtaceae (18%) y
Rutaceae y Asteraceae (14%). Los rangos de concentraciones que se usaron para realizar
un estudio de la composicion del AE en cuanto a sus grupos quimicos (siguiendo criterios
anteriores) fueron AE con CLs, mayores y menores a 30 ul/l. De esta forma, las cuatro
primeras familias nombradas junto a tres familias mas, presentaron AE con un amplio rango

de CLsg, teniendo las tres primeras AE mas tdxicos en su mayoria (CLso< 30 pl/l). Por otro
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lado, las familias Winteraceae, Lauracea y Atherospermataceae, a pesar de su baja
frecuencia (1%) presentaron AE con CLsy mas toxicas (<30 pl/l). Las restantes familias
presentaron CLgy>30 pl/l (Fig. 10).

En este estudio 40 especies presentaron CLsy entre 1,7 y 29 ul/l para el primer rango de
concentracion, y 34 especies concentraciones que van desde 30,1 a 4200 ul/l para el
segundo rango de concentraciones. Con respecto a la composicién de los AE y su toxicidad,
podemos ver que en este método los grupos quimicos de los AE mas téxicos son bastante
homogéneos mientras que en los aceites menos téxicos abundan los hidrocarburos (Fig.
11).

El 27,5% de las especies cuyo aceites esenciales son mas téxicos (CLso<30)
presentan compuestos epoxi (especificamente 1,8-cineol) en su aceite con porcentajes que
van de 13% (Achillea wilhelmsii, Asteraceae) al 82% (Eucalyptus nicholii, Myrtaceae) de 1,8
cineol. Las altas proporciones de este compuesto se ven en las Myrtaceae y algunas
especies de Asteraceae. Entre esta Ultima, la especie Artemisias tolonifera presenté una
CLsp muy baja (1,86 pl/l) con 1,8-cineol en un 33% junto a B-pineno en su aceite. Otras
especies de Asteraceae tienen CLsy bajas y presentan ademas de 1,8-cineol, hidrocarburos
como limoneno y sabineno en proporciones inferiores al 22% (ver tabla anexa 1). Luego le
sigue con un 25% las especies q tienen cetonas e hidrocarburos como principales grupos
quimicos en su composicién del AE. La mayoria de los AE que poseen como principal grupo
quimico cetonas se encuentran en una proporcion >50%, sobre todo en las Lamiaceae. Lo
contrario pasa con los AE que poseen hidrocarburos como grupo principal que se presentan
en proporciones < 50%.Entre los AE que poseen cetonas se encuentra la especie Perilla
frutescens (Lamiaceae) que presenta alta toxicidad con una CLso=4,1 pl/l y posee 2-furil
metil cetona. Otras cetonas presentes en concentraciones superiores al 50% son pulegona
(Origanum vulgare y Satureja calmintha), alcanfor (Artemisia sibieri), piperitenona
(Eucalyptus codonocarpa), safrol (Piper auritum), mentona (Mentha suaveolens) (ver tabla
anexa 1). Otro grupo quimico importante (20% de las especies) son los fenilpropanoides con
una proporcion en su mayoria >50% del AE. Dentro de este grupo se encuentra el
compuesto safrol (aromatico) que esta presente en la especie Laurelia sempervirens, Unica
especie estudiada de la familia Atherospermataceae, que mostr6 la CLs, mas baja (1,7 pl/l).
Le siguen en toxicidad especies usadas como condimento, entre los que se encuentran
como componentes principales el cinamaldehido presente en Cinnamomum aromaticum
(Lauraceae), anetol en Cuminun cyminum y Foeniculum vulgare (Apiaceae), eugenol en
Syzygium aromaticum (Myrtaceae), el estragol en Ocimum basilicum y Agastache
foeniculum (Lamiaceae). Con respecto a los aceites menos toxicos(con CLge<30 pl/l) es
notable la gran proporcion de hidrocarburos presentes en dichos AE que en su mayoria se

encuentran en proporciones <50%.
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El compuesto hidrocarburo limoneno se encuentra entre los mas téxicos dentro de
este rango de CLs, y estando presente en proporciones >50% del AE (Rutaceae). Los AE
con mezcla de a-pineno y &-careno, también estuvieron entre los mas téxicos dentro de este
grupo (Cupressaceae). Entre los AE que tienen cetonas es de notar que la tujona y 2-
undecanona, que presentaron alta toxicidad en los test por contacto, en el método fumigante
esos aceites estuvieron entre los menos toxicos. Los AE con el compuesto piperitenona
presentaron baja toxicidad en todos los métodos. Los AE menos tdxicos presentaron
aldehidos y mezcla de hidrocarburos con epoxi o alcoholes, pertenecientes a algunas
especies de Poaceae y Myrtaceae (ver tabla anexa 1).

Método de repelencia.

Este método es uno de los mas dificiles de comparar entre los diferentes trabajos,
debido a que no se reporta en ningun caso una concentracion repelente 50, como existe en
los demas métodos estudiados. Por lo tanto, la gran diversidad de concentraciones usadas
(16 a 800 nl/cm?), la diversidad de tiempo que pasa entre la puesta del compuesto a ensayar
y la lectura de la repelencia (1,5 a 24h) y los diferentes ensayos utilizados hace dificultoso la
comparacion. A pesar de esto el 91,7% de los métodos usan el semicirculo de papel de filtro
en capsula de Petri para evaluar repelencia. Este método consiste en cortar un circulo de
papel de filtro del tamafio de una capsula de Petri por la mitad. Luego, en una mitad se
agrega la solucién del compuesto a ensayar y en la otra el solvente solo. Se pegan ambas
mitades y luego de evaporar el solvente, y sin colocar comida, se agregan 20 insectos, la
mayoria de las veces, en el centro de la capsula. Teniendo en cuenta que los AE son
volatiles y que en corto tiempo saturan la cépsula, no pareceria el mejor método para
evaluar repelencia, sin embargo es el método usado por excelencia con estos insectos. Solo
un método de todos los estudiados, consistié en dividir un papel de aluminio en 4 y agregar
comida rociada con la solucién del AE (Ogendo et al., 2008). Otro método diferente fue el
bioensayo de eleccién (two choice) que consistié en la unién de dos frascos (Garcia et al.,
2007). Debido a esta variabilidad en las caracteristicas de los ensayos, para analizar los
datos se tuvieron en cuenta: el test del medio circulo, los AE de plantas que presentaron una
repelencia mayor al 80%, concentraciones que van desde 16 a 200 nl/cm® y repelencia
medida a las 2h de iniciado el ensayo. De acuerdo a las caracteristicas anteriores en la Fig.
12 se muestran las frecuencias de los AE de las diferentes familias con dosis que van de 16
a 200nl/cm®Los AE con mayor efecto repelente (dosis < 40 nl/cm® pertenecen a
Lamiaceae, Asteraceae, Poaceae y una proporcién pequena de Rutaceae, mientras que las
familias que presentaron dosis mayores pertenecen a las Liliaceae, Piperaceae y la mayor
parte de las Rutaceae. Dentro de los componentes de los AE responsables del efecto

repelente podemos mencionar en primer lugar a los hidrocarburos, ya que fueron los
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mayoritarios con una proporcion del 47.4% en los AE. Los demas componentes se
presentaron en porcentajes que van del 15.8 al 21.1 (Fig. 13). Los hidrocarburos que se
presentaron en proporciones <50% del AE (el 26.3% de ellos) se caracterizan por ser
hidrocarburos sesquiterpénicos como el B cariofileno, camazuleno, canfeno, cedreno,
elemeno, germacreno D y selineno. Dichos compuestos se encuentran en la especie
Dendranthema indicum (Asteraceae) y Murraya kwangsiensis junto con M. exdticade
(Rutaceae). También dentro de las Piperaceae, las especies Piper marginatum (poblacion
de Turbaco o Bolivar) y P. multiplinervium presentaron efecto repelente con hidrocarburos
sesquiterpénicos en su AE. Es de destacar que los hidrocarburos monoterpénicos se
presentaron en proporciones >50% dentro del AE (21.1% de los casos), como por ejemplo el
limoneno y pineno en las especies Evodia calcicola y E. trichotoma de las Rutaceae, con
fuerte efecto repelente (ver tabla anexa 1).

Otros compuestos a destacar son los alcoholes, que ocuparon el segundo lugar
dentro de los compuestos repelentes en cuanto a frecuencia en la composicion de los AE.
Entre ellos se destacan el geraniol y citronelol presentes en Cymbopogon distan (Poaceae)
y Citrus wilsonii (Rutaceae). Luego le siguen alcoholes sesquiterpénicos como eudesmol,
espatulenol presentes en especies de las Rutaceae (Murraya sp). Dentro de los AE
repelentes con fenilpropanoides como compuestos mayoritarios se mencionan al
metileugenol, safrol, anetol y estragol que se encuentran presentes en especies de las
Liliaceae y Piperacea. En menor proporcion se encuentran como componentes principales la
cetona 2-furil metil cetona y el epoxi 1,8-cineol, presentes en las especies Perilla frutescens
(Lamiaceae) y Artemisia stolonifera (Asteraceae), respectivamente (ver tabla anexa 1).

Relacién de toxicidad entre los aceites esenciales y sus componentes principales
puros.

En varios estudios de actividad de aceites esenciales fueron evaluados también los
componentes principales de los mismos. En la figura 14 se puede observar la frecuencia, en
cuanto a toxicidad comparada con el aceite esencial, de los componentes puros. El 50% de
los componentes puros principales de los AE evaluados presentd un efecto toxico menor al
AE completo. Esto nos hace pensar que muchos AE presentan sinergismos entre sus
componentes y por lo tanto el mismo es mas téxico que su componente principal (Zhang et
al., 2015a; Lee et al., 2004; You et al., 2014, 2015; Wang et al., 2014; Chen et al., 2014; Kim
y Lee, 2014; Wang et al., 2015c). Dentro de este grupo se destaca el 1,8-cineol, el cual
presenté menor toxicidad que el AE en el test fumigante principalmente. Otro grupo quimico
para destacar dentro de este grupo de menor actividad son los hidrocarburos, los cuales
presentaron menor toxicidad en repelencia y topicacion dorsal principalmente. Entre ellos

mencionamos al B-cariofileno, limoneno y sabineno. El limoneno en los AE del género Citrus



49

(Rutaceae) present6 una tendencia a disminuir la toxicidad por contacto a medida que este
compuesto aumentaba su concentracion en el AE (Tabla anexa 1). Por otro lado esta el
grupo de los componentes que fueron mas toxicos que el AE (28%), entre los que se
destacan los fenilpropanoides como el estragol y anetol (Kim y Lee, 2014; Wang et al.,
2015b) y las cetonas como la piperitenona y la 2-furil metil cetona (Bossou et al., 2015; You
et al., 2014). Este ultimo compuesto, presente como componente principal (72%) del AE de
Perilla frutescens, presenté la particularidad de tener diferente comportamiento en cuanto a
toxicidad de acuerdo al test insecticida. Fue mas toxico que el AE en el test fumigante,
menos téxico en el test por topicacién dorsal e igual de eficiente que el AE completo en
repelencia (You et al., 2014). El grupo de los componentes que presentaron igual efecto que
el AE (aprox. 22%) fue muy variado en cuanto a tipos de compuestos quimicos y
principalmente presentaron igual efecto en el test de repelencia (You et al., 2014, 2015,
Zhang et al., 2011).

Componentes puros de AE y su toxicidad.

Al igual que en la toxicidad de los AE el test mas estudiado es el fumigante, pero en
este caso el segundo mas estudiado es el test de contacto por topicacion dorsal y el menos
frecuente el de contacto sobre papel (Fig. 15).

- Toxicidad por contacto sobre papel.

En este test los compuestos mas toxicos fueron las cetonas (-) carvona y fenchona,
el cuminaldehido y los alcoholes linalool y geraniol con CLse< 0,2 mg/cm? (Abdelgaleil et al.,
2009). Los compuestos menos toxicos fueron el alcanfor, 1,8-cineol, (-) mentol, mirceno y
canfeno, con CLsy> 0,5 mg/cm? (Abdelgaleil et al., 2009).

- Toxicidad por contacto topicacion dorsal.

Tres cetonas fueron los compuestos mas toxicos para este método,
germacrona, furilmetil cetona y 2-tridecanona con DLsy< 0,6 pg/insecto (Liang et al., 2016;
You et al., 2014; Wang et al., 2015b). Con una toxicidad (DLs,) que va de 12 a 50 pg/insecto
le siguen los hidrocarburos limoneno y B pineno (entre los mas toxicos) y el 1,8-cineol,
terpinen 4-ol, estragol, neril acetato, citronelol, camazuleno, y terpineno, isoeugenol, 3
cariofileno, ahumuleno y sabineno (ver tabla anexa 2). En el rango de los menos tdxicos con
dosis > 50 pgl/insecto se encuentra el alcanfor, eugenol, metileugenol, terpinoleno, 3-
careno,linalool, mirceno y a pineno. El y elemeno no presento6 actividad. Hay que mencionar
que ciertos compuestos como 3 pineno, estragol, y terpineno, 1,8 cineol y limoneno fueron

estudiados
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Fig. 10. Frecuencia (%) de familias con AE con efecto insecticida por fumigacion contra adultos del
T. castaneum. Se discriminan proporcion de AE con dosis = 6 = a 30 pll.
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Fig. 11. Porcentaje (por encima de las barras) de los diferentes grupos quimicos que componen los
aceites esenciales (AE) de las especies vegetales con Clsy < o = @ 30 plil de aire (Fig.11 & y B,
respectivamente). En el cuadro “B” el término “ofros” comprende grupo fenilpropanocide, éster y
aldehido. Dentro de cada bamra se expresa €l % en que dicho grupo quimico se encuentra en el
AE.
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Fig. 12. Frecuencia (%) de familias con AE con efecto repelente contra adultos de 7. castaneum.
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Fig. 13. Porcentaje (por encima de las barras el fotal) de los diferentes grupos quimicos que
componen los aceites esenciales (AE) de las especies vegetales con efecto repelente =80% a las
2h de aplicacion. Dentro de cada barra se expresa el % en que dicho grupo quimico se encuentra
en el AE.
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por varios autores y presentan diferentes DLs,. El hidrocarburo B pineno, por ejemplo,
presenté una DLs, de 22,1 pg/insecto en los trabajos de Zhang et al. (20152) y Chen et al.
(2014), mientras que en el trabajo de Wang et al. (2009) la DLs, fue de 92,4 pg/insecto. En
los primeros dos trabajos este compuesto fue aislado desde el aceite esencial de Artemisia
stolonifera 'y Citrus wilsonii, respectivamente, utilizando cromatografia en columna de silica
gel. En el trabajo de Wang et al. (2009) el B pineno fue un producto comercial. Esta
diferencia también se nota en el y terpineno con DLsy, de 35,6 y 103 pg/insecto (Wang et al.,
2015¢c y Wang et al.,, 2009, respectivamente), aunque en este caso la dosis mas alta
correspondié al compuesto comprado comercialmente. El epoxi 1,8-cineol fue evaluado 5
veces con dosis de 18-19 y de 139,6 ¢ (Zhang et al., 2015; Guo et al., 2015b; Wang et al.,
2009; 2014; 2015b). Este compuesto en tres casos fue aislado desde el AE correspondiente
y en dos trabajos comprado comercialmente. De todas formas la dosis méas alta corresponde
a uno de los productos comerciales mientras que la dosis del otro producto comercial se
asemejé a la de los aislados. Exactamente lo mismo ocurrié con el limoneno también
evaluado 5 veces con dosis de 13,4-15 por un lado y de 283 pg/insecto por el otro (ver tabla
anexa 2). El estragol fue evaluado dos veces y ambos compuestos fueron de origen
comercial con DLg, de 20,4 y 73 ug/insecto (Guo et al., 2015b y Kim y Lee, 2014).

-Toxicidad por método fumigante.

Es el método mas frecuente. Las dosis en este método podrian dividirse en 4 rangos:
< 1; 1-10; 11-80 y >100 pl/l. Dentro del primer grupo que fueron los mas toxicos, se
encuentran tres compuestos oxigenados (borneol, timol y 1,8-cineol). En el segundo grupo
se encuentran dos cetonas (2 furilmetil cetona, piperitona), el terpinen-4-ol y anetol, y
abundan los hidrocarburos como el limoneno, 3 careno, terpinoleno, y-terpineno y - pineno.
En el grupo con dosis entre 11 y 80 pl/l se encuentran las cetona alcanfor, carvona vy
fenchona; fenilpropanoides como el eugenol, estragol y carvacrol; los esteres como el linalil-
y bornil acetato. También se encuentran el linalool y los hidrocarburos sabineno y
nuevamente el B- pineno. La diferencia con el 3- pineno que esta en el primer rango es que
ese fue de origen comercial y el ensayo consistié en colocar 60 insectos suspendidos en un
tubo aireado dentro del contenedor donde se coloc6 el compuesto a ensayar. Mientras que
los B- pinenos dentro del tercer rango fueron aislados desde los AE estudiados y el método
aplicado es el descripto en la seccion de mas arriba. Estas diferencias en DLsy vuelven a
encontrarse con los compuestos limoneno, alcanfor, linalool y el 1,8-cineol, éste uUltimo se
encuentra en los tres primeros rangos de DLs, (ver tabla anexa 2). Estas diferencias halladas
podrian deberse a las diferentes condiciones en que se realizaron los ensayos, al origen del
compuesto puro, su pureza y cepa del insecto. El hidrocarburo a- pineno en los dos ultimos

métodos presentd menor toxicidad que su isémero - pineno.
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-Repelencia.

Este test como se dijo antes es uno de los mas variados en cuanto a
concentraciones utilizadas y tiempo en que se mide la repelencia. Para este trabajo se tomé
la repelencia a las 24h y haciendo un listado en orden descendente de concentraciones
usadas y de porcentaje de repelencia podemos mencionar que el fenilpropanoide estragol
fue uno de los mas repelentes, seguido de los hidrocarburos limoneno, - pineno y B-
cariofileno. También fueron muy repelentes los alcoholes citronellol, espatulenol y geraniol
con porcentajes de repelencia 280. Mientras que los hidrocarburos canfeno y y-terpineno y
el 1,8-cineol fueron los menos repelentes con valores <60% de repelencia. El limoneno
presentd variaciones en su indice de repelencia, presentando valores altos de repelencia en
dos casos y uno del 20%. Los métodos fueron realizados de forma semejante aunque la
diferencia esta en la obtencion del compuesto, la dosis menos repelente (20%) corresponde
al compuesto aislado desde el AE por cromatografia en columna (concentracién 16 nl/cm?)
(Zhang et al., 2011) mientras que el de repelencia del 88% es de origen comercial. De todas
formas en el trabajo de You et al. (2014) el limoneno también fue aislado desde el AE vy
presentd la maxima repelencia (100%) (ver tabla anexa 2).

Conclusiones sobre problemas de la aplicacion de AE.

Korunic et al. (2008) concluyeron que el uso potencial de los AE contra las plagas
de granos almacenados debe vencer ciertas barreras. Una de ellas es la relativa alta
concentracion que se necesitaria de ellos para proteger mucha cantidad de granos, otra es
la diferencia en su efectividad contra varias especies de insectos plagas de grano, y el alto
precio del mercado que tienen actualmente los AE. Para ello proponen o bajar los precios de
los AE, sembrar cantidades significativas de plantas cuyos AE mostraron efectividad en
controlar los insectos plagas (Ebadollahi, 2011), o sintetizarlos. Estudios sobre los aromas
que generan, la volatilidad y persistencia de los mismos en los silos, la aireacion, la
penetracién, la adsorcidn, etc. son caracteristicas que se deberian seguir estudiando para el
disefio de un AE efectivo. Otra caracteristica que se deberia estudiar es la toxicidad hacia
los humanos y otros mamiferos de las dosis que se aplicarian para el control de los insectos
en granos almacenados. También cémo afecta al grano en si mismo, en cuanto a su vigor y
su calidad quimica. Ademas, el desarrollo de formulaciones es necesaria para mejorar la
potencia y estabilidad y establecer una estandarizacién para productos derivados de AE y
bajar los costos. De todas formas los estudios de los AE de los diferentes insectos plagas
son importantes para el disefio de un AE sintético efectivo.



mas toxico menos toxico igual de toxice

Fig. 14. Frecuencia porcentual de actividad de componentes principales de aceites esenciales
evaluados como insecticidas contra T. castaneum en comparacion al efecto del aceite esencial
completo.

Test insecticidas de componentes de AE puros

B contacto papel M contactotopicacion  Mfumigante (M repelents

Fig. 15. Frecuencias de metodos insecticidas usando componentes puros de AE confra T.
castaneum.
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