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1. Titulo

Uso potencial de aceites esenciales como una alternativa de control contra Bactericera

cockerelli



2. Resumen

El psilido Bactericera cockerelli (Sulc) (Hemiptera: Triozidae), es una plaga del cultivo de
tomate Solanum lycopersicum que causa dafio directo por la alimentacion del floema de la
planta. Para controlar y minimizar los perjuicios causado por este insecto plaga se usa
insecticidas sintéticos, mismos que pueden resultar peligrosos para organismos no objetivos.
Sin embargo, aceites esenciales de plantas y sus compuestos activos son reconocidos como
herramientas sostenibles para el manejo de plagas. Aqui, se extrajo y evalué la composicion
quimica del esencial de Ruta graveolens y de Ocotea quixos, y se evaluaron sus actividades
contra Bactericera cockerelli. El andlisis cromatdgrafo revel6 que el 2-Nonanona (42,23 %),
2-Undecanona (39,91 %), son los compuestos principales de R. graveolens y (E)-Acetato de
cinamilo (16,59 %), trans-Cariofileno (10,47 %) y 1,8-Cineol (8,21 %) de O. quixos. El aceite
esencial de R. graveolens no fue repelente para adultos de B. cockerelli cuando se expuso por
24h. Similarmente el aceite esencial de O. quixos no logro repeler al psilido, excepto en la
concentracion CLzs 0,051 pl/ecm? (IR = 0,77) que presentd diferencia significativa cuando se
comparé con el control. Los aceites esenciales de R. graveolens CLso = 0,131 (0,123-0,139)
pl/em? y O. quixos Clso = 0,131 (0,123-0,139) pl/cm? fueron toxicos para adultos de B.
cockerelli. En general, este estudio demuestra que estos aceites esenciales podrian integrase

con éxito en los programas de manejo contra B. cockerelli.

Palabras clave: Biomolécula, Toxicidad, Repelencia, Psilido del tomate.



2.1. Abstract

The psyllid Bactericera cockerelli (Sulc) (Hemiptera: Triozidae) is a pest of the tomato crop
Solanum lycopersicum which causes direct damage by feeding on the phloem of the plant. To
control and minimise the damage caused by this insect pest, synthetic insecticides are used,
which can be hazardous to non-target organisms. However, essential plant oils and their active
compounds are recognised as sustainable tools for pest management. Here, the chemical
composition of the essential oil of Ruta graveolens and Ocotea quixos was extracted and
evaluated, and their activities against Bactericera cockerelli were assessed. Chromatographic
analysis revealed that 2-Nonanone (42.23 %), 2-Undecanone (39.91 %), are the main
compounds from R. graveolens and (E)-Cinnamyl acetate (16.59 %), trans-Caryophyllene
(10.47 %) and 1,8-Cineole (8.21 %) from O. quixos. The essential oil of R. graveolens was not
repellent to adults of B. cockerelli when it was exposed for 24 hours. Similarly, the essential
oil of O. quixos failed to repel the psyllid, except at the LC7s concentration 0.051 pl/cm? (IR =
0.77) which showed significant difference when compared to the control. The essential oils of
R. graveolens LCso = 0.131 (0.123-0.139) pl/cm? and O. quixos LCso = 0.131 (0.123-0.139)
pl/cm? were toxic to adults of B. cockerelli. Overall, this study demonstrates that these essential

oils could be successfully integrated into management programmes against B. cockerelli.

Key words: Biomolecule, Toxicity, Repellency, Tomato psyllid.



3. Introduccioén

El tomate (Solanum lycopersicum L), es una de las principales frutas frescas y procesadas del
mundo Yy es el segundo cultivo horticola con mayor distribucién después de la papa (Agarwal

et al., 2019; Rajan et al., 2022). La importancia del tomate radica en que ademas de ser una

hortaliza con alto valor nutricional, por aportar a la dieta vitaminas, minerales, proteinas; es
considerada la principal fuente de licopeno, un carotenoide que tiene efectos antioxidantes,

anticancerigenos y antinflamatorios (Islam & Kabir, 2019; Opara et al., 2012). La produccién

de tomate fresco fue de 186 millones de toneladas en todo el mundo para el afio 2020,
destacandose como principales productores de tomate China, India, Pakistan y Estados Unidos
de Ameérica que representan mas del 60 % de la produccion mundial; particularmente la

produccion de nuestro pais para el mismo afio fue de 38 mil toneladas (FAO, 2020). Para la

zona 7 de la provincia de Loja la produccién de tomate para el afio 2021 fue de 49 toneladas

(INEC, 2021). Aunque en la actualidad la produccion nacional abastece la demanda del

mercado local; a mediano o largo plazo esta oferta no siempre es garantizada debido a factores

bioticos y abioticos.

Entre los factores bi6ticos, los insectos plagas son predominantes y se presentan en diferentes
etapas del crecimiento del cultivo. Algunas de estas especies son conocidas por su importancia
econdémica, como mosca blanca Bemisia tabaci (Gennadius)(Hemiptera: Aleyrodidae) (Ramos
etal., 2018), cogollero Tuta absoluta (Meyrick)(Lepidoptera: Gelechiidae) (Khidr et al., 2013),

minador de la hoja Liriomyza trifolii (Burgess)(Diptera: Aromyzidae) (Lopes et al., 2019).

Ademas, existen otras especies de insectos poco conocidas y que en los Gltimos afios han sido
detectadas como potencialmente peligrosas, amenazando al cultivo de tomate y otras

solanaceas (Munyaneza, 2012; Olaniyan et al., 2020). Entre estas potenciales plagas se destaca

el psilido del tomate Bactericera cockerelli (Sulc) (Hemiptera: Triozidae), plaga que causa dafio
directo por alimentacion del floema de la planta; y también se conoce que es vector del

patdgeno bacteriano Candidatus Liberibacter solanacearum (Ca.L.s.) (Butler & Trumble,

2012; Liefting et al., 2009). EIl psilido se ha propagado méas alla de su area de distribucién

nativa en Ameérica del norte (EE. UU. México y Canadd), colonizando América central y

recientemente ha sido reportada en Ecuador (Carrillo et al., 2019; EPPO, 2021). Ademas, se ha

incluida en la lista de plagas cuarentenarias en la region EPPO (European and Mediterranean
Plant Protection Organization) (CABI, 2021).




Una forma habitual de controlar y minimizar los perjuicios causado por los insectos plaga es
el uso de insecticidas sintéticos. Estos productos es conocido que pueden tener un amplio
espectro de accion contra diversos grupos de insectos, provocando la eliminacion casi total de

las plagas en los cultivos (Chowanski et al., 2014). Sin embargo, aplicaciones de insecticidas

pueden resultar peligrosos para organismos no objetivos incluyendo a los humanos, para el
medio ambiente y aplicaciones continuas contribuyen al surgimiento de poblaciones de

insectos resistentes (Degrendele et al., 2022; Zhang et al., 2018). Frente a ello, nuevas

alternativas para el control de plagas estan siendo investigadas; , entre ellas se destacan los
insecticidas a base de moléculas de origen vegetal como extractos y/o aceites esenciales
(Isman, 2020a).

Los aceites esenciales contienen moléculas bioactivas con principios insecticidas que pueden
causar toxicidad, repelencia, cambios en el comportamiento y otros efectos fisioldgicos en los

insectos (Haddi et al., 2020; Silva et al., 2017). Asi como 2-nonanona Y el acetato de cinamilo

que pueden causar la mortalidad de artropodos (Lee, 2016; Ntalli et al., 2011; Samarasekera et

al., 2006). Ademas, estos productos son amigables con el ambiente y pueden dificultar la

evolucion de la resistencia de los organismos expuestos (Haider et al., 2015; Ikbal & Pavela,

2019; Isman, 2000; Viteri Jumbo et al., 2022). Por tanto, el presente estudio tiene como

objetivo:



Objetivos
Objetivos general

Evaluar el potencial uso de aceites esenciales como alternativa al uso de quimicos

sintéticos contra Bactericera cockerelli.
Objetivos especificos

Determinar las dosis letales de al menos dos aceites esenciales en adultos de
Bactericera cockerelli
Evaluar el efecto repelente de los aceites esenciales usados en los bioensayos de

toxicidad contra Bactericera cockerelli



4. Marco tedrico

4.1. Psilido Bactericera cockerelli.

El psilido del tomate, Bactericera cockerelli (Sulc) (Hemiptera: Triozidae) (ver anexo 1), es
un insecto que se alimenta del floema con preferencia por las solanaceas; es una de las

principales plagas de la papa y tomate en la mayoria de regiones donde se producen estos

cultivos (Carrillo et al., 2019). La especie fue descrita por primera vez por Sulc (1909) a partir
de especimenes recolectados en Colorado, Estados Unidos. Actualmente B. cockerelli ha sido
reportada en los paises de: Canada, Ecuador, El Salvador, Guatemala, Honduras, México,

Estados Unidos de Ameérica, Austria Nicaragua, Australia y Nueva Zelanda (EPPO, 2021),

provocando grandes pérdidas en las producciones (Liu & Trumble, 2006).

4.1.1. Ecologia de B. cockerelli

Las hembras pueden poner en promedio 500 huevos en un periodo de 21 dias, sin embargo,
pueden llegar a ovopositor hasta 1500 en todo su ciclo de vida. Por otro lado, las ninfas son
muy susceptibles a la desecacion por lo que se ubican por el envés de las hojas y en el interior
de la planta donde el follaje es denso. Pero unas cuantas pueden ser encontradas por el haz (ver
anexos 2). Su cuerpo es plano como escamas Yy su color verde dificulta observarlas; cuando
estan jovenes se localizan cerca del sitio donde fueron depositados los huevecillos y
permanecen inactivas durante los primeros instares (Bujanos Mufiz & Ramos Méndez, 2015;
Garzon-Tiznado et al., 2009; Hodkinson, 1974).

La temperatura éptima para el desarrollo de B. cockerelli es de 27 °C y humedades relativas de
60 a 70 %, temperaturas inferiores a 15 °C o superiores a 32 °C afecta su desarrollo y
supervivencia; en estas condiciones de temperatura el ciclo bioldgico de huevo a adulto puede
durar entre 15 a 34 dias (Abdullah, 2008; VVargas-Madriz et al., 2020). El fotoperiodo no influye

en la maduracidn de los huevos ni en el apareamiento de B. cockerelli, sin embargo, los adultos

pueden presentar ligeros alargamientos en la morfologia de sus alas y tibias (Horton et al.
2014).

4.1.2. Ciclo biologico

El psilido B. cockerelli es un hemiptero y sigue un tipico ciclo de vida hemimetabolo que pasa
de huevo a ninfa y a adulto (ver anexo 2 A, B, C); este inicia cuando las hembras ovipositan

sobre las hojas de las plantas hospederas (Prager & Trumble, 2018). Las hembras siguen

normalmente un periodo de precocidad de 3 a 5 dias y un periodo de preoviposicion de 6 a 8



dias, los huevos tardan de 3 a 9 dias en eclosionar. Los huevecillos son de forma es ovoide, de
coloracion anaranjado-amarillo brillante, en uno de sus extremos presenta un pequefio
filamento que le permite adherirse a la superficie de las hojas, estos se encuentran depositados
por el borde de la hoja y en el envés de la misma (Bujanos Mufiiz & Ramos Méndez, 2015;
Wallis, 1955).

Después de la eclosion de B. cockerelli pasa por cinco estadios ninfales hasta llegar a adulto

(Marin Jarillo et al., 1995). Las ninfas de primer estadio son de color anaranjado, sus 0jos

notorios y su térax presenta un paquete alares poco visibles y la division de cuerpo no esta bien
definida. Las ninfas de segundo estadio presentan una coloracién mas amarillenta sus 0jos
presentan una coloracion anaranjado oscuro, el térax es de color verde-amarillento y sus
paquetes alares se hacen visibles; la segmentacidn en las patas es visible. Las ninfas de tercer
estadio sus 0jos presentan una coloracion rojiza; el térax, presenta un tono verde-amarillento y
se observa con mucha facilidad los paquetes alares en mesotorax y metatdrax. Las ninfas del
cuarto estadio los paquetes alares estan bien definidos; la coloracion del abdomen es amarilla
y cada uno de los cuatro primeros segmentos abdominales presenta un par de espiraculos
(Bujanos Mufiiz & Ramos Méndez, 2015).

Las ninfas de quinto estadio la cabeza como el abdomen presentan una coloracion verde claro

y el térax una tonalidad un poco mas oscura (Marin Jarillo et al., 1995). Los ojos adquieren un
color rojo oscuro; los paquetes alares estan claramente diferenciados, sobresaliendo del resto
del cuerpo. Cuando emerge el adulto presenta una coloracion verde-amarillento; sus alas

blancas que al paso de 3 0 4 horas se tornan transparentes (Marin Jarillo et al., 1995). La

coloracion del cuerpo pasa de ligeramente &mbar a café oscuro o negro; este cambio se presenta
en los primeros 7 a 10 dias de alcanzar este estadio. Cabeza: 1/10 del largo del cuerpo, con una
mancha de color café que marca la division con el térax, ojos grandes de color café y antenas
filiformes. Térax: blanco amarillento con manchas café bien definidas, la longitud de las alas
es aproximadamente 1.5 veces el largo del cuerpo, venacion propia de la familia (Bujanos
Mufiz & Ramos Méndez, 2015; Marin Jarillo et al., 1995).

4.1.3. Sintomas y dafos

El dafio directo de B. cockerelli lo causan las ninfas y adultos, al momento de alimentarse
pueden inyectar toxinas, induciendo en tomate clorosis en hojas, en zona apical de crecimiento
presenta un aspecto espigado con una tonalidad purpura (ver anexo 3); en pimiento se presenta

entrenudos cortos y hojas cloréticas o de verde palido; en papa presenta tubérculos aéreos,



tonalidades pdrpuras de las hojas senescencia prematura y muerte de la planta (Bujanos Mufiiz
& Ramos Méndez, 2015; Liefting et al., 2009; Munyaneza, 2010). Los dafios indirectos se han

relacionado con las enfermedades: punta morada de la papa, Zebra chip y permanente en
tomate, como consecuencia de la trasmision de la bacteria Candidatus Liberibacter
solanacearum (Bujanos Mufiiz & Ramos Méndez, 2015; Pineda et al., 2016; Vereijssen et al.,
2018).

4.1.4. Rango de hospederos

Los hospedantes principales de B. cockerelli son de la familia de las solanaceas tanto cultivadas
como silvestres, entre ellas estan las especies cultivadas mas importante como papa (Solanum
tuberosum L.), tomate (Solanum lycopersicum L.), pimiento (Capsicum annum L.), tomate de
cascara (Physalis ixocarpa), tabaco (Nicotiana tabacum), berenjena (Solanum melongena L.),
en las silvestres se encuentra el toloache comun (Datura stramonium L.), hierba mora (Solanum
nigrum L.) (EPPO, s.f.).

4.2.Aceites esenciales

Algunas especies de plantas superiores representan alternativas naturales potenciales para el
control de plagas. Las plantas pueden sintetizar una gran variedad de metabolitos secundarios
que brindan proteccidn contra patdgenos, depredadores y plagas. Entre estos metabolitos se
encuentran compuestos quimicos como terpenos, fenilpropanoides, fenoles, alcaloides y

compuestos azufrados (AlJabr et al., 2017; Mesa et al., 2019). Estudios han demostrado que

estos compuestos contrarrestan las hormonas reguladoras del crecimiento, efectos
antialimentacion, inhibicién de la eclosion de huevos, interrupcién del apareamiento y la
comunicacion sexual e inhibicion de la formacion de quitina (Ahmed et al., 2019; Cabardo &
Portugaliza, 2017; Rosado-Agquilar et al., 2017).

4.2.1. Caracteristicas de los aceites esenciales

Los aceites esenciales son mezclas complejas de compuestos organicos volatiles y
semivolatiles sintetizados por las plantas, suelen ser incoloros o de color amarillo palido y de
aspecto liquido o semisélido; de baja densidad y altamente solubles en alcoholes y disolventes
organicos. Se puede extraer de material fresco o parcialmente deshidratado de semillas, brotes,
flores y hojas de la planta. Estdn compuestos principalmente por terpenoidess y
fenilpropanoides (Irshad et al., 2020; Martinelli et al., 2017; Moghaddam & Mehdizadeh,
2017).




4.2.2. Composicion de aceites esenciales

Los aceites esenciales pueden contener entre 20 y 60 componentes en concentraciones muy
diferentes, sin embargo, la bioactividad esta determinada por dos o tres de sus componentes
principales debido a su elevada concentracion en comparacion con sus otros componentes

(Bakkali et al., 2008). Por ejemplo, el aceite esencial de Bursera graveolens esta compuesto

principalmente por limoneno, felandreno, cimeno y mentofurano (Viteri Jumbo et al., 2022).

El aceite esencial de Anonna cherimola los componentes predominantes son germacreno,

sabineno, B-pineno, (E)-cariofileno y biciclogermacreno (Valarezo et al., 2022). El aceite

esencial de Ocotea quixos esta compuesto principalmente por cineol, sabineno, a-pineno, -

cariofileno y terpineno (Scalvenzi et al., 2019). El aceite de Baccharis latifolia estd compuesto

por limoneno, B-felandreno, sabineno, B-pineno, a-pineno, c-curcumeno y cubenol (\Valarezo

et al., 2013). A pesar de que en la misma especie vegetal que se extrae los aceites esenciales

contienen similares componentes, existen diferencias significativas en las concentraciones de
estos componentes. Esta variabilidad quimica de sus componentes puede deberse a factores

genéticos, ecoldgicos y edafoclimaticos que influyen en la planta (Belabbes et al., 2017).

4.2.3. Modo de accion de los aceites esenciales

La bioquimica de los aceites esenciales los convierte en una alternativa potencial para el
manejo de insectos plaga. La propiedad hidrofébica permite que los aceites esenciales se
dividan y alteren las estructuras de las membranas celulares lo que aumenta su permeable y

son absorbidos por la piel de los insectos (Hanif et al., 2019). La rapida respuesta de los aceites

esenciales sobre los insectos sugiere que acttan sobre el sistema nervioso del insecto. Por otro
lado, se han identificado varios receptores putativos diferentes para los terpenoides de los
aceites esenciales, incluidos los receptores de la octopamina, los canales de cloruro activados
para el &cido gamma-aminobutirico (GABA) y la acetilcolina nicotinica, asi como la
acetilcolinsterasa. Sin embargo, la amplia gama de estructuras quimicas entre los terpenoides
de los aceites esenciales sugiere que pueden verse afectados simultdneamente maltiples sitios

y mecanismos de accién (Isman, 2020a; Isman & Tak, 2017).

4.2.4. Toxicidad y repelencia de los aceites esenciales

Los aceites esenciales han demostrado su toxicidad fumigante larvicida y adulticida, sin
embargo esto depende de la concentracion y el tiempo de exposicidn, asi mismo se puede

mejorar la eficiencia con mezclas binarias simples de aceites (Benelli et al., 2017; Zahran et

al., 2017). Asi mismo se han reportado que las concentraciones subletales de aceites esenciales
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pueden reducir la supervivencia, reproduccion y retrasar el desarrollo de insectos (Han et al.

2012). Los efectos conductuales sobre las plagas también pueden desempefiar un papel en la
proteccion de los cultivos horticolas; cuando se pulverizan sobre las plantas, los aceites
esenciales tienden a tener una accion residual minima como insecticidas de contacto, pero hay
pruebas en el campo de que las plagas pueden ser disuadidas o repelidas durante un tiempo

mucho mas largo después de la aplicacion (Isman, 2020b). La principal diferencia entre estos

dos es que el repelente no mata a los insectos, sino que solo los mantiene alejados liberando

vapores picantes o exhibiendo un ligero efecto toxico (Rajapakse & Ratnasekera, 2010)

Se han probado varios aceites esenciales constituidos por monoterpenos que se consideran
repelentes extremadamente efectivos, incluyendo hierba de limén (Cymbopogon flexuosus
(Nees) Will. Watson (Poaceae)), eucalipto (Eucalyptus globulus Labill. (Myrtaceae)), romero
(Rosmarinus officinalis L. (Lamiaceae)), vetiver (Vetiveria zizanioides (L.) Nash (Poaceae)),
clavo (Eugenia caryophyllus (Spreng.) Bullock y SG Harrison (Myrtaceae)) y tomillo (Thymus
vulgaris L. (Lamiaceae)) (Tripathi et al., 2000). Asi mismo se han probado varios aceites

esenciales de Satureja hortensis L., Ocimum basilicum L. y Thymus vulgaris L. (Lamiacae)
que fueron toxicos para adultos y ninfas de Tetranychus urticae Koch (Acari: Tetranychidae)

y adultos de Bemisia tabaci Genn. (Homopteros: Aleyrodidae) (Aslan et al., 2004). De manera

similar se han estudiado la toxicidad y repelencia de los aceites esenciales en plagas de granos
almacenados (Haider et al., 2015; Viteri Jumbo et al., 2022).

Estudios han reportado que el aceite esencial de Bursera graveolens es toxico y repelente
contra el gorgojo (Tribolium castaneum); ademé&s puede ejercer acciones insecticidas al
interrumpir las funciones de los canales de acetilcolinesterasa y los canales de potencial
receptor transitorio en especies de gorgojos del frijol Acanthoscelides obtectus y Zabrotes

subfasciatus (Jaramillo-Colorado et al., 2019; Viteri Jumbo et al., 2022). Asi mismo el aceite

esencial de Anonna cherimola demostro ser toxico para larvas de Aedes aegypti (Ramirez et
al., 2011). Por otro lado, el aceite esencial de Ocotea quixos ha demostrado ser repelente y

tener accion termicidad contra Nasutitermes corniger (Isoptera: Termitidae) (Arteaga-Crespo

et al., 2021). En cambio, el aceite esencial de Baccharis latifolia resulto ser antagonista para
hongos como Trichophyton rubrum (ATCC 28188) y Trichophyton mentagrophytes (ATCC
28185) (\Valarezo et al., 2013).
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5. Metodologia

5.1.Cria masiva de Bactericera cockerelli

La cria del psilido Bactericera cockerelli fue iniciada partiendo de una captura inicial en
campo, especificamente en cultivos de pimiento (Capsicun annum) ubicados en el sector Ofia
— Cuenca (3°27°27.43"S, 79° 9°35.42"0). Cerca de 1200 adultos no sexados de B. cockerelli
se colectaron con un aspirador entomoldgico y se depositaron en frascos de vidrio con
capacidad de 1000 ml y con hojas frescas de plantas de pimiento. Los especimenes colectados
fueron trasladados para su identificacion en el laboratorio de entomologia de la Universidad
Nacional de Loja (4° 1°58.58"S, 79°12°9.17"0), Loja-Ecuador con las claves taxonémicas
elaboradas por Yen and Burckhardt (2012).

Una vez identificados se realiz6 la cria masiva de los insectos utilizando la metodologia

descrita por Luna-Cruz et al. (2011). Los adultos de B. cockerelli fueron colocados sobre

plantas de tomate Solanum lycopersicum de 45 dias de edad para la oviposicion dentro de jaulas
entomoldgicas de 50 x 50 x 75 cm cubiertas con organza (ver anexo 4). Las plantas se
cultivaron en macetas plasticas con sustrato (arena + turba en proporciones 1:1), mismas que
fueron irrigadas con solucién nutritiva y mantenidas bajo condiciones de invernadero a 20 +
4°C con 60% Humedad relativa y 12 horas de oscuridad. Durante 15 dias se dejé que los adultos
ovipositen sobre las plantas y luego se retiraran con un aspirador entomolégico. Durante el
desarrollo de los bioensayos se incorporaron plantas de tomate sanas para lograr nuevas
generaciones. Los insectos utilizados en los bioensayos fueron a partir de la tercera generacién

desde que se inici6 la cria en el laboratorio.
5.2.Extraccién de aceites esenciales

Inicialmente fueron seleccionados varias especies de plantas para extraer el aceite esencial,
algunas de estas plantas ya reportadas con principios activos para otras plagas, siendo Ruta
graveolens, Bursera graveolens, Anonna cherimola, Ocotea quixos, Baccharis latifolia,
Thymus vulgaris, Bixus Orellana, Morellia pubensis, Luma apiculata, Cymbopongon citratus,
Citrus x limon. EI método de extraccion fue por hidrodestilacion utilizando un aparato tipo
Clevenger durante 3 horas; cada aceite se seco sobre sulfato de sodio anhidrido y se almaceno
en viales sellados y protegidos de la luz a 4 °C (Rey-Valeirdn et al., 2017; Viteri Jumbo et al.,
2022).

5.3. Screening toxicologico de los aceites esenciales
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Los ensayos de toxicidad se realizaron siguiendo la metodologia descrita por Zapata et al.
(2010) con algunas modificaciones. Se colocaron discos de papel filtro (Whatman n° 1) en la
base de las cajas Petri (60 mm x 15 mm) y sobre las paredes internas de las cajas PTFE
(Politetrafluoroetileno) para evitar el contacto con los insectos. Cada solucion fue preparada
con aceite esencial (2 %), agua destilada, Dimetilsulfoxido (DMSQO) (2 %) y Tween 20 (1 %).
Cada tratamiento se replicd seis veces y el control solo se traté Unicamente con DMSO y
Tween. Con una pipeta se aplicd 200 pl de las soluciones acuosas al 2%, sobre el papel filtro
y se dejé secar por 20 minutos. Posteriormente se trasfirié 20 adultos no sexados menores a 72
h de edad a la caja Petri y se cubri6 con Parafilm perforado para facilitar el intercambio gaseoso.
Durante el bioensayo las arenas fueron mantenidas en condiciones de laboratorio (14L:10D h,
20°C £ 2°C y 55 £ 5% de HR). La mortalidad fue registrada después de 24 horas de exposicion
y solo se consideraron muertos los que no respondieron al toque de un pincel fino (Toledo et
al., 2019; Toledo et al., 2020).

5.4.Toxicidad de aceites esenciales con potencial insecticida

Los ensayos de toxicidad con los aceites esenciales promisorios fueron similares a lo descrito
anteriormente (ver seccion 5.4). Aqui fueron seleccionados los aceites esenciales que dieron
mejores resultados en el screening toxicoldgico. Varias concentraciones fueron evaluadas
(0,001; 0,027; 0,053; 0.080; 0,106; 0,133; 0,159 y 0,212 pl/cm?) y en cada una se realizo 6

réplicas.
5.5.Analisis quimico de los aceites esenciales

La caracterizacion quimica de los aceites esenciales se llevo a cabo en el laboratorio de
Bioquimica Aplicada de la Universidad Particular de Loja, mediante espectrometria de masas
por cromatografia de gases (GC-MS) utilizando un cromatdgrafo de gases SHIMADZU
GCMS-QP500, (Shimadzu Corporation, Kyoto, Jap6n) equipado con un detector de masas por
ionizacion de impacto de electrones (70 eV) y un cromatografo de gases GC-2014
(SHIMADZU) equipado con un detector de ionizacién de Ilama (GC-FID). Se utilizd helio
como gas portador y la temperatura creciente fue de 260 °C. La velocidad de flujo fue de 1
mL/min, y la inyeccion dividida utiliz una relacion de division de 1:40. La temperatura del
horno se inici6 a 60 °C, y se incremento a un ritmo de 3 °C/min hasta los 260 °C. Se disolvid
un microlitro de cada muestra en CH2CI2 (1:100 mg/mL) y se inyect6 en una columna DB-5
(id = 0,25 mm, longitud = 30 m, espesor = 0,25 mm). La espectrometria de masas se realizé a
70 eV y a una velocidad de barrido de 1 barrido/s. El indice aritmético (IA) se calculod
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interpolando los tiempos de retencidon de una mezcla estandar de hidrocarburos alifaticos (C7-
C40) y se analiz6 en las mismas condiciones. La identificacion de las sustancias se realizd
comparando el IA obtenido y los patrones de fragmentacion del espectro de masas con los datos
de la bibliografia (Adams, 2007).

5.6.Bioensayos de repelencia

En la evaluacion de repelencia se utilizé la metodologia descrita por Hafeez et al. (2021)con

pequefios cambios. Dos plantas de 35 dias de edad con 4 hojas verdaderas, fueron colocadas
dentro de botes plasticos trasparentes separadas y conectadas por un tubo de 1,5 cm de didametro
y 15 cm de longitud. Posteriormente en una planta se aplicd con un atomizador las
Concentraciones letales (25% [CLzs], 50% [CLso], 75% [CLz7s] y 95% [CLos]) (tratada) y en la
otra planta agua destilada mas DMSO y Tween (control). Posteriormente en el centro de tubo
se colocaron 50 adultos no sexados < 72 h de edad. Los bioensayos fueron mantenidos en las
condiciones de laboratorio como he mencionado anteriormente. Trascurridas 24 horas se
contabiliz6 el nimero de insectos en cada planta. Cada tratamiento fue replicado 10 veces. El

indice de repelencia se determiné de acuerdo a ecuacion:

. 2G
Indice d lencia = ——
ndice de repelencia = =7

Donde: G= porcentaje de insectos en el tratamiento y P=porcentaje de insectos en el control;
IR=1 neutros, IR<1 repelentes, IR> 1 atrayentes; como margen de seguridad para esta
clasificacion, la norma la desviacion estandar (DE) de cada tratamiento se suma/resta del valor
de 1 (indicativo de neutralidad) (Mazzonetto & Vendramim, 2003; Viteri Jumbo et al., 2014).

5.7.Andlisis estadistico

Las curvas de dosis-mortalidad se estimaron usando un analisis probit con el procedimiento
PROC PROBIT (Institute, 2004). La razon de toxicidad (RT50) de los aceites esenciales mas

promisorios fue calculada basada en la CLso previamente estimados (Robertson et al., 2017) y

en base a la siguiente formula:

Doénde: CLso2 = concentracion letal muestra 2; CLsol = concentracion letal muestra 1; RTso=
Razdn de toxicidad
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6. Resultados

6.1. Screening toxicologico de aceites esenciales

El screenig de aceites esenciales se evalud 24 horas pos-aplicacion. Los niveles de mortalidad
mas altos se obtuvieron con los aceites esenciales de Ruta graveolens (100 %) y Ocotea quixos
(100 %) cuando se sometio a una concentracion maxima de 2 %. Por otro lado el aceite esencial
de Citrus limon (1,52 %) fue menos toxico para el psilido (Figura 1).
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Aceites esenciales

Figura 1. Screening de aceites esenciales para el psilido del tomate Bactericera
cockerelli. Las barras representan el porcentaje de mortalidad que obtuvo el aceite esencial
cuando se fue expuesto a una concentracion de 2%. Las lineas en cada barra representan la
desviacion estandar

6.2. Bioensayos de tocixidad de Ruta graveolens y Ocotea quixos para Bactericera

cockerelli.

Los niveles de mortalidad obtenidos en los bioensayos de dosis—respuesta para B. cockerelli
se ajustaron satisfactoriamente al modelo probit (las pruebas de ajuste mostraron valores x>
bajos [< 3,9] para O. quixos, [< 1,96] R. graveolens y valores P altos [> 0.05]), lo que permitid
estimar las concentraciones letales (CL) y subletales para psilidos adultos (Figura 2). La CLsg
de R. graveolens para B. cockerelli fue de 0.131 [0,123 — 0,139] pg/cm?y, para O. quixos CLso
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=0.028 [0,025 — 0,031] pg/cm?, siendo toxicos para adultos de B. cockerelli (Figura 1) (Tabla

Ruta graveolens m
i Cl,,=0.131 pl/em’
¥ =1.96; P=057
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Figura 2.
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Concentracion (ul/cm’)

Toxicidad por contacto de los aceites de Ocotea quixos y Ruta graveolens para

el psilido del tomate Bactericera cockerelli. Las lineas representan los valores estimados de
concentracion letal (CL) obtenidos en los resultados de concentracion—mortalidad sometidos

a un analisis probit.

Tabla 1.

Concentraciones letales y subletales encontradas para adultos de Bactericera cockerelli.

Especie CL pg/cm? (95% IC) 12 P RTso
*Clos 0,088 (0,810 — 0,957)
*CLso 0,131 (0,123 -0,139)

Ruta graveolens Clos 0,193 (0.178 — 0,215) 196 0,57 -

ClLos 0,338 (0,292 - 0,413)
*Clas 0,0160 (0,013 - 0,018)
. *CLso 0,028 (0,025 —0,031)

Ocotea quixus Cloe 0,0512 (0,046 — 0,057) 3,90 0,14 4,68
Clos 0,118 (0,099 —0,148)

CL = concentracion letal; IC = Intervalo de confianza; RT = razon de toxicidad; * Dosis subletales

6.3.Anélisis quimico de los aceites esenciales
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El analisis cromatografico reveld que el aceite esenciale de Ruta graveolens esta compuesto
principalmente por Nonanona <2-> (42,23%), Undecanona <2-> (39,91%), Nonanoato de
metilo (2,26%) y Decanona <2-> (2,26%) (Tabla 2). Asi mismo el aceite esencial de Ocotea
quixos esta compuestos princialmente por (E)-Acetato de cinamilo (16,59%), trans-Cariofileno
(10,47%), (E)-Cinamato de metilo (9,64%), 1,8-Cineol (8,21%) y (E)-Cinamaldehido (6,38%)
(Tabla 2).

Tabla 2.

Composicion quimica de los aceites esenciales de Ruta graveolens y Ocotea quixos.

Aceite CN Compuesto RI RI  RT %
esencial (min)
1 Nonanone <2-> 1087 1100 17.2 42,23
2 Geijerene 1138 1147 195 1,18
3 Decanone <2-> 1190 1200 221 2,26
4 Methyl nonanoate 1223 1239 239 2,29
R. graveolens 5 Undecanone <2-> 1293 1302 26.8 39,91
6 Nonadienol acetate <(3E,62)-> 1296 1305 27.0 3,11
7 Undecanal <2-methyl-> 1365 1372  30.0 1,23
8 Methyl decyl ketone (=2- 1388 1402 31.3 1,03
dodecanone)
1  Pinene <a-> 940 932 9.5 3,54
2 Sabinene 977 969 11.3 2,14
3 B-Pinene 982 974 115 2,35
4 p-Cymene 1029 1020 13.8 2,89
5 1,8-Cineole 1036 1026 14.2 8,21
6 (E)-Cinnamaldehyde 1292 1267 26.4 6,38
7 (E)-Methyl cinnamate 1401 1376  31.3 9,64
O. quixos 8  trans-Caryophyllene 1426 1417 323 10,47
9 6,9-Guaiadiene 1461 1442 33.8 4,71
10 (E)-Cinnamyl acetate 1462 1445 33.8 16,59
11 B-Selinene 1497 1489 353 2,99
12 Bicyclogermacrene 1503 1500 35.6 1,79
13 Anisyl propanoate 1512 1511 35.9 5,36
14  (E)-y-Bisabolene 1532 1529 36.7 1,30
15  Caryophyllene oxide 1595 1582 39.2 3,71

RI= Indice de retencion calculados; RI"**= Indice de retencion referenciados; RT= Tiempo de retencion.
6.4. Evaluacion de repelencia

El aceite esencial de R. graveolens fue neutro para adultos de B. cockerelli cuando se expuso
por 24h (Fig. 3A). Similarmente el aceite esencial de O. quixos no logro repeler al psilido,
excepto en la concentracion Clzs 0,051 = pl/cm?; (IR= 0,77) que presentd diferencia

significativa con el control (Fig. 3B).
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Figura 3. Porcentaje de adultos de Bactericera cockerelli que se desplazaron en plantas
de tomate no tratados y tratados con aceite esencial de Ruta graveolens (A) y Ocotea quixus
(B). Cada barra representa el resultado de diez réplicas de la CL2s, CLso, CL75 y CLgs obtenidas
para cada aceite esencial. Las concentraciones se expresan en pl de aceite esencial/cm?
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7. Discusion

Los aceites esenciales han demostrado ser una de las opciones mas promisorias como sustitutos
a los insecticidas sintéticos para el control de insectos plagas; al ser considerados seguros,

ecologicos y potencialmente selectivos (Haider et al., 2015; Isman, 2020a). Ademas, su

compleja constitucion bioquimica los convierte en herramientas de control que retrasarian o

dificutarian el desarrollo de resistencia en insectos (Ikbal & Pavela, 2019). Aqui, se demuestra

la toxicidad de los aceites esenciales de Ruta graveolens y Ocotea quixos contra una de las

principales plagas del tomate; el psilido Bactericera cockerelli.

Ambos aceites esenciales mostraron ser potencialmente toxicos para adultos de B. cockerelli;
esta toxicidad puede ser atribuida a sus principales compuestos, que en el caso de R. cockerelli
fueron el Nonanona <2->y Undecanona <2->, y (E)-Acetato de cinamilo, trans-Cariofileno y
1,8-Cineol para el aceite esencial de O. quixos. En estudios anteriores ha sido reportada una
composicion quimica similar para el aceite esencial de R. graveolesn siendo Nonanona <2->

y Undecanona <2-> los compuestos mayoritarios (da Silva et al., 2014; Franca Orlanda &

Nascimento, 2015; Reddy & Al-Rajab, 2016), aunque valores bajos también fueron

encontrados por (Chaaban et al., 2019). En el caso del aceite esencial de O. quixos sus

compuestos mayoritarios aqui encontrados fueron (E)-acetato de cinalilo, trans-Cariofileno, sin
embargo, varios estudios han reportado una composicion quimica mayor a la encontrada en el

presente estudio (Arteaga-Crespo et al., 2021; Bruni et al., 2004; Noriega et al., 2018), Estas

variaciones en las cantidades de moléculas de los aceites esenciales pueden ser atribuidas a
factores bidticos, abidticos, método de extraccion y parte de la planta que se extrae, entre otros
(Attia et al., 2018; Valarezo et al., 2021).

Es conocido que la toxicidad de los aceites esenciales depende, ademas de su composicion, de

la cantidad presente de cada compuesto; y estos compuestos a su vez pueden actuar con efectos

sinérgicos o antagénicos (Pavela, 2015). Los resultados del presente estudio demuestran el
potencial insecticida de R. graveolens y O. quixos para adultos de B. cockerelli via contacto.
El aceite esencial de R. graveolens ha demostrado ser tdxico para plagas agricolas como,

Meloidogyne incognita y Aedes aegypti (da Silva et al., 2014), Tetrenychus urticae (Acari:

tetranychidae) (Kalmosh et al., 2019), Sitophilus oryzae (Linnaeus) (Perera & Karunaratne,

2016), Sitophilus zeamais (Perera et al., 2017), Sitophilus zeamais y Corcyra cephalonia

(Perera et al., 2019). Y suseptiblilidad de otros insectos como larvas del mosquito Culiseta

longiareolata, Aedes aegypti (Bouabida & Dris, 2020; Tabanca et al., 2012) y plagas de datiles
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almacenados Ectomyelois ceratoniae y Ephestia kuehniella (Chaaban et al., 2019) también ha

sido reportada. Aunque son escasos los estudios de toxicidad para insectos con O. quixos, las

termitas Nasutitermes corniger (Isoptera: Termitidae) (Arteaga-Crespo et al., 2021) fueron

susceptibles cuando fueron expuestas a este aceite esencial.

Aungue aqui no evaluamos la actividad bioldgica de los compuestos mayoritarios presentes en
cada uno de estos aceites esenciales, la toxicidad es atribuida a sus compuestos principales
Nonanona <2->, (E)-Acetato de cinamilo y el 1,8-Cineol. En este sentido otros aceites
esenciales con una composicion quimica similar a los aqui estudiados han demostrado efecto
contra artropodos. Asi, Zanthoxylum schinifolium compuesto por Undecanona <2-> y
Nonanona <2-> exhibidé toxicidades acaricidas contra Dermatophagoides farinae,

Dermatophagoides pteronyssinus y Tyrophagus putrescentiae (Lee, 2016). Similarmente, con

el aceite de Ruta chalepensis con més del 80 % de estos compuestos redujo el nimero de ninfas

y huevos de Aphis gossypii y Tetranychus urticae (Traka et al., 2018). Undecanona <2-> es

potencial nematicida contra los nematodos agalladores Meloidogyne incognita y Meloidogyne

javanica (Ntalli et al., 2011). La actividad bioldgica de estas cetonas ya ha sido reportada

previamente causando la mortalidad de arafia roja Tetranychus urticae (Chatzivasileiadis &

Sabelis, 1997). Por otro lado, el compuesto (E)-acetato de cinamilo mayoritario en el aceite

esencial de O. quixos presento baja toxicidad a adultos de mosca Musca domestica

(Samarasekera et al., 2006), hormigas obreras Solenopsis invicta (Xing et al., 2022), o ninfas

y adultos de Ricania sp (Jeon et al., 2017). Sin embargo lo contrario también fue reportado

para otros insecto; asi Cheng et al. (2009) y Cheng et al. (2004) encontraron que la combinacion
de este compuesto y cinamaldehido tuvo un efecto larvicida en Aedes albopictus y Aedes
aegypti respectivamente; esto autores sugieren que un compuesto que tenga un doble enlace
conjugado y una cadena CH larga fuera del anillo, como el cinamaldehido, tiene tiene una
actividad larvicida mucho mayor. Ademas se sabe que estos compuestos actlan sobre la

acetilcolinesterasa y los receptores GABA-T del mosquito Culex pipiens (Hong et al., 2018)

La accion larvicida de Nonanone <2-> en Bradysia procera podria deberse a la interferencia el
sistema octopaminérgico (Taktak & Badawy, 2019).

La acetilcolinesterasa desempefia un papel en las sinapsis colinérgicas que es esencial para los

insectos y los animales superiores (Fournier & Mutero, 1994). La inhibicién de la AChE

provoca la acumulacion de acetilcolina en las sinapsis, de modo que la membrana postsinaptica
se encuentra en estado de estimulacion permanente, lo que provoca ataxia, es decir, una falta

de descoordinacién general del sistema neuromuscular y, finalmente muerte (Singh & Singh,
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2000). Por otro la octopamina juega un papel importante como neurotransmisor involucrada en

varios comportamientos, como volar, poner huevos y saltar en los artropodos (Ubuka, 2021).

Y ha sido demostrado que este neurotrasmisor es el sitio de accion de varios compuestos

presentes en aceites esenciales (Rattan, 2010).

Pese a ser toxicos tanto el aceite esencial de R. graveolens como el de O. quixos, no tuvieron
efecto repelente a adultos de B. cockerelli, excepto en la CLs (0.051 pl/cm?) del aceite esencial
de O. quixos que si mostro repelencia para esta plaga. Los resultados aqui encontrados estan
en contraposicion con otros estudios en donde fue reportado que el aceite esencial de R.
graveolens y sus compuestos principales son repelentes para Sitophilus oryzae, Musca
domestica, Cochliomyia macellaria, Sarcophaga bullata, Aedes albopictus y Ceratitis capitada
(Ali et al., 2013; Conti et al., 2013; Deguenon et al., 2019; Ghabbari et al., 2018; Perera &

Karunaratne, 2016). Por lo tanto, es evidente que el efecto bioldgico o comportamental de un

producto depende del organismo evaluado (Deletre et al., 2015). En el caso de O. quixos la

actividad repelente para insectos no ha sido evaluada, sin embargo, el monoterpeno 1,8-Cineole
que es uno de los principales compuestos presentes en este aceite esencial ha mostrado efecto

repelente contra mosquitos Armigeres sp, Culex sp y Aedes sp (\Vongsombath et al., 2014). Por

lo general, los repelentes de insectos funcionan proporcionando una barrera de vapor que evita

que los artrépodos entren en contacto con la superficie tratada (Brown & Hebert, 1997), estas

sustancias acttan localmente o a distancia disuadiendo a un artrépodo de volar o aterrizar sobre

la superficie del hospedero (Shankar et al., 2013). La escasa repelencia de los aceites esenciales

aqui evaluados se debe a que no siempre el comportamiento toxico y repelente se relacionan

entre si (Deletre et al., 2015), por lo que es posible que efectos antagonicos entre los

compuestos presentes estén siendo expresos (Benelli et al., 2017; Faraone et al., 2015; Pavela,
2015).

Los resultados obtenidos en este estudio, junto con la informacion disponible en literatura,
confirman que el uso de aceites esenciales de Ruta graveolens y Ocotea quixos puede
convertirse en una herramienta a ser incorporada en Programas de Manejo Integrado de
Bactericera cockerelli, lo que contribuiria a una reduccion en el consumo de insecticidas
sintéticos. Asi mismo se puede explorar el efecto de estos aceites sobre los estados inmaduros

(huevos y ninfas) de Bactericera cokerelli y organismos no objetivos.
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Conclusiones

Los aceites esenciales de Ruta graveolens y Ocotea quixos presentan 100 % de
toxicidad a adultos de Bactericera cockerelli, por lo que pueden ser consideradas

potenciales herramientas para su uso en el manejo integrado de plagas.

Pese a que los aceites esenciales de Ruta graveolens y Ocotea quixos tienen accion
insecticida, ninguno de estos consiguié de manera general repeler a adultos de
Bactericera cockerelli.

Recomendaciones

Realizar estudios sobre efectos bioldgicos en Bactericera cockerelli expuestos a dosis

subletales de estas biomoléculas.
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11. Anexos

Anexo 2.

Anexo 1. Psilido del tomate Bactericera cockerelli.

Ciclo Biologico de Bactericera cockerelli. Huevos (A), Ninfas (B), Adulto

(C).
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Anexo 3.

Dafios causados por Bactericera cockerelli.

Anexo 4.

Cria masiva de Bactericera cockerelli.
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Anexo 5.

Evaluacidn de bioensayos de repelencia
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