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1. Titulo

Aceite esencial de origen vegetal como potencial controlador del gorgojo Pagiocerus frontalis

en maiz blanco almacenado.



2. Resumen

En la region de los Andes el maiz blanco (Zea mays) es uno de los alimentos clave
tradicionalmente. Esta graminea se cultiva durante la época de lluvias y se almacena para su
uso futuro; en las pequenias unidades almacenadas de granos de maiz en climas frios, el gorgojo
Pagiocerus frontalis es la plaga mas importante causando mas del 30% en pérdidas. Para su
control se utilizan insecticidas sintéticos, pero estos representan graves problemas para la salud
de las personas, afectan el medio ambiente, y han creado resistencia en varias especies de
insectos plaga. Aqui, se extrajo, evalud la composicion quimica del esencial de Ruta graveolens
y de Ocotea quixos, y se evaluaron sus actividades contra Pagiocerus frontalis. El analisis
cromatografico reveld que el aceite esencial de Ocotea quixos esta compuesto principalmente
por o-Cymene (25,87%); a-Pinene (14,09%); y 1, 8-Cineole (6,91) por su parte los
componentes mayoritarios de Ruta graveolens son 2-Nonanone (45,80%); y 2-Undecanone
(42,47%). Los aceites esenciales de Ocotea quixos CLso = 126,14 [122,34 — 130,02] uL/L!y,
para Ruta graveolens CLso = 153,37 [143.55 — 164,30] uL/L", siendo téxicos para adultos de
Pagiocerus frontalis. El aceite esencial de Ocotea quixos fue repelente para Pagiocerus
frontalis cuando se expuso por 24h, excepto en la concentracion CLjo 88,30 pL/L™'; (IR=0,19)
misma que no presento diferencia significativa con respecto al control, contrariamente el aceite
esencial de Ruta graveolens logro repeler al gorgojo, excepto en la concentracion CLogo 319,97
pL/L; (IR= 0,86) que no presentd diferencia significativa con el control. En general, este
estudio demuestra que estos aceites esenciales podrian integrase con €xito en los programas de

manejo contra Pagiocerus frontalis.

Palabras clave: Biomolécula, Toxicidad, Repelencia, Pagiocerus frontalis.



Abstract

In the Andes region, white maize (Zea mays) is traditionally one of the key foods. This
grass is grown during the rainy season and stored for future use; in small units of stored maize
grains in cold climates, the weevil Pagiocerus frontalis is the most important pest, causing more
than 30% of losses. Synthetic insecticides are used for its control, but these represent serious
problems for human health, affect the environment, and have created resistance in several insect
pest species. Here, the chemical composition of the essential of Ruta graveolens and Ocotea
quixos was extracted, evaluated, and their activities against Pagiocerus frontalis were
evaluated. Chromatographic analysis revealed that the essential oil of Ocotea quixos is mainly
composed of o-Cymene (25.87%); a-Pinene (14.09%); and 1, 8-Cineole (6.91), on the other
hand the major components of Ruta graveolens are 2-Nonanone (45.80%); and 2-Undecanone
(42.47%). The essential oils of Ocotea quixos LCso=126.14 [122.34 — 130.02] uL/L™! and, for
Ruta graveolens LCso = 153.37 [143.55 — 164.30] uL/L", being toxic for adults of Pagiocerus
frontalis. The essential oil of Ocotea quixos was repellent to adults of Pagiocerus frontalis when
exposed for 24h, except at the concentration LC1o 88.30 uL/L"; (IR = 0.19) which did not show
significant difference with respect to the control. On the other hand, the essential oil of Ruta
graveolens was able to repel the weevil, except at the concentration LCoo 319.97 pL/L!; (IR=
0.86) which did not show significant difference with the control. Overall, this study
demonstrates that these essential oils could be successfully integrated into management

programs against Pagiocerus frontalis.

Keywords: Biomolecule, Toxicity, Repellency, Pagiocerus frontalis.



3. Introduccion

El maiz es el principal cultivo de cereales en términos de produccion mundial y se utiliza
para la produccion de una variedad de alimentos para humanos, preparados para animales,
biocombustibles y otros articulos industriales. El uso alimentario directo del maiz a nivel

mundial supera los 150 millones de toneladas cada afio (Serna-Saldivar & Carrillo, 2019).

Segun lo indica Grefa Yumbo (2021) el maiz es uno de los cultivos importantes de

Latinoamérica, teniendo a México como pais de origen. En el Ecuador se han identificado 29
razas de maiz de las cuales 17 pertenecen a la region interandina que se caracterizan por ser

tipo harinoso y semiduros (Isama Amaguafia, 2019). En la Region Sierra se estima un

rendimiento cercano a 1,6 toneladas por hectarea para grano seco, donde la produccion de maiz
suave corresponde a una superficie sembrada de 41.256 ha, en altitudes sobre los 2.000 m.s.n.m.

(Caviedes et al., 2020). Esta produccion ha tenido un menor desarrollo tecnoldgico, que, a pesar

de haber incrementado su rendimiento en los tltimos afos, este valor sigue siendo bajo.

Ademas de los bajos rendimientos de este cultivo otro problema muy importante
aparece en poscosecha donde la contaminacion por insectos ha generado grandes dafios en los
granos almacenados ya que se alimentan directamente perforando al grano y apresurando su
descomposicion, obligando a los productores a venderlo a precios reducidos y en ocasiones

hasta por debajo del costo de produccion (Alam et al., 2019). Dentro de las principales plagas

que afectan al maiz blanco almacenado tomamos como referencia a Rivera et al. (2022) donde

mencionan que el gorgojo Sitophilus zeamais y el barrenador grande de los granos
Prostephanus truncatus (Horn) ocasionan pérdidas de hasta del 30 %. Por otra parte,

Saldarriaga Vélez (1984) indica que el gorgojo Pagiocerus frontalis es, dentro del orden

Coleoptera, la principal plaga del maiz harinoso almacenado bajo las condiciones tradicionales

de los pequefios agricultores de las regiones de clima frio.

Los pesticidas quimicos son una solucion a nivel mundial para erradicar la presencia de
los insectos en granos almacenados; pero se caracterizan por ser toxicos, no biodegradables,
contaminan el medio ambiente, los residuos toxicos pueden ocasionar dafios en la salud humana
y también al usar con frecuencia este tipo de productos podemos llegar a crear resistencia en

las plagas (Martinez-Peralta et al., 2022). Ante esta problematica una alternativa para suplir los

insecticidas comerciales y poder controlar las diferentes plagas que afectan los granos

almacenados son los extractos vegetales, pero es fundamental generar informacién para



entender su método de accidn en aspectos toxicologicos, asi como sus formas de extraccion y

aplicacion (Medina et al., 2012).

En la naturaleza, las caracteristicas aromaticas de los aceites esenciales cumplen
diversas funciones para las plantas, que incluyen: atraer polinizadores e insectos beneficiosos,
y utilizar componentes quimicos del aceite como materiales de defensa contra plagas y

microorganismos (Luicho Leguia & Rojas Yupanqui, 2020). Entre los productos naturales, los

aceites esenciales han sido los mas estudiados para reemplazar o mejorar los insecticidas
sintéticos. Las cetonas a, B-insaturadas muestran sobre diferentes insectos la mayor capacidad

insecticida (Zygadlo et al., 2021).

Algunas especies de plantas como es el caso de ruta graveolens ha sido una alternativa

eficaz para controlar varias especies de gorgojos (Perera & Karunaratne, 2016), pero en el caso

de ocotea quixos no se han reportado estudios donde se demuestre la toxicidad sobre insectos
que afectan a los granos almacenados. Si bien existen estudios donde se demuestra la toxicidad
de algunos aceites esenciales sobre una plaga determinada, es fundamental conocer que efecto
tienen los principales componentes de los aceites esenciales en el comportamiento del gorgojo

Pagiocerus frontalis; por tal razén nos hemos planteado los siguientes objetivos.



4. Objetivos
4.1. Objetivo General

Identificar dos aceites esenciales de origen vegetal como potenciales controladores del

gorgojo Pagiocerus frontalis en maiz blanco almacenado.

4.2. Objetivos Especificos

e Calcular las dosis letales de dos aceites esenciales en la especie Pagiocerus frontalis en
maiz blanco almacenado.
e Evaluar el efecto repelente de los dos aceites esenciales en adultos de la especie

Pagiocerus frontalis en maiz blanco almacenado.



5. Marco Teorico
5.1. Antecedentes

5.1.1. Importancia econémica del maiz

El maiz es uno de los cultivos mas importantes de Latinoamérica, es originario de

México, en el Ecuador se han podido reconocer 29 razas de maiz (Tapia et al., 2017); de las

cudles se ha podido determinar que existen 11 variedades nativas y 8 variedades mejoradas de
maiz blanco que pertenecen a la region interandina que se caracterizan por ser tipo harinoso y

semiduros (Grefa Yumbo, 2021; Yanez et al., 2010). En cuanto al producciéon en la Region

Sierra se estima un rendimiento cercano a 1,6 toneladas por hectarea, donde la produccion de
maiz suave corresponde a una superficie sembrada de 74.018 hectareas, en altitudes sobre los
2.000 m.s.n.m., esta produccion ha tenido un menor desarrollo tecnoldgico, por tal motivo este

valor de produccion sigue siendo muy bajo (Caviedes et al., 2020).

5.1.2. Manejo poscosecha

El correcto almacenamiento de granos es de vital importancia para el agricultor ya que
en esta etapa de poscosecha pueden ocurrir considerables pérdidas sobre todo en el maiz, y estas
son ocasionadas por insectos, hongos, pajaros y roedores. Se debe comprender que los insectos
dafian de forma directa al grano, ya que su mecanismo de afectacion se da a través del centro

del grano debido a su alto contenido de aceites, vitaminas y minerales (Tituafia Peralta, 2022).

Los granos almacenados son uno de los principales productos alimenticios para el consumo
humano, ahi la importancia de realizar un correcto manejo poscosecha. Por ende, la presencia
de plagas constituye un serio problema en el almacenamiento de granos y su industria derivada.
Por ejemplo, solamente los gorgojos son responsables de cerca del 40% en la reduccion del

rendimiento de cosechas a nivel mundial (Torres et al., 2021).

5.1.3. Principales plagas de granos almacenados

Segun Tituafia Peralta (2022) menciona que, los insectos plagas varian dependiendo de

la region, la estacion o época del afio y el periodo del almacenamiento. Los insectos plagas que

afectan a los granos almacenados se los clasifica en: plagas primarias y plagas secundarias.

Las plagas primarias se encuentran conformadas por una gran variedad de insectos que
atacan de forma directa al grano, por tal motivo son consideradas las mas importantes durante
el almacenamiento por el dafio que ocasionan pudiendo sobrevivir en residuos de los granos;

su fuente de alimento es limitada llegando a morir cuando esta escasea, esto se da

7



principalmente cuando existen altos niveles de poblaciones (Chavez et al., 2010). El gorgojo

Pagiocerus frontalis se ubica dentro de las principales plagas primarias (Garcia-Lara et al.,
2007).

5.2. Gorgojo Pagiocerus frontalis

5.2.1. Clasificacion taxonomica

Tabla 1. Clasificacion taxonémica del gorgojo Pagiocerus frontalis (Marvaldi & Lanteri,

2005).

Reino Animalia
Clase Insecta
Orden Coledptera
Suborden Polyphaga
Superfamilia Curculionoidea
Familia Curculionidae
Subfamilia Scolytinae
Tribu Hylesinin
Subtribu Borthrosternina
Género Pagiocerus
Especie Frontalis

5.2.2. Origeny distribucion

Como lo indican Marvaldi and Lanteri (2005) el gorgojo barrenador del grano

Pagiocerus frontalis, se encuentra distribuido desde el Sur de Estados Unidos, América Central
y en tierras altas de paises Sudamericanos especialmente en Ecuador, Perti, Colombia y Chile.
En estas regiones este gorgojo es una de las principales plagas que ataca al maiz almacenado

(Castro & Mejia, 2011).

En Ecuador al Pagiocerus frontalis se 1o conoce también como gorgojo volador, se lo
registra en toda la region interandina con altitudes entre 1500 y 2600 m s. n. m., y con

temperaturas promedio de 14 a 18,5 °C (Tituada Peralta, 2022).

5.2.3. Biologia

Las larvas del Pagiocerus frontalis pasan por cuatro estadios. La duracion del estado
larval es de 21 a 24 dias. El periodo de pupa es de 10 a 12 dias, la pre- ovoposicion es de 4 a 6

dias, la ovoposicion de las hembras es de 15 a 27 dias, la longevidad de los adultos es mayor



en las hembras que en los machos, teniéndose un promedio de 60 dias para las hembras y 47

dias para los machos (Zuiiiga Olaguibel, 2022).

El ciclo biologico del gorgojo inicia desde que este es un huevo hasta cuando este sale
del grano convertido en adulto. Dentro del grano de maiz el huevo se desarrolla por un periodo
de 25 dias considerando una temperatura promedio de 23 °C y una humedad relativa de 90 a

60%, como las Optimas para su desarrollo (Tituaiia Peralta, 2022). Tanto las hembras y machos

prefieren la actividad nocturna evitando completamente la luz. El desarrollo de los huevos,
larvas, pupas y adultos se realiza dentro del grano de maiz, este insecto sale del grano en etapa

de adulto para poder infectar los granos aledafios y poderse reproducir (Alvarez Martinez,

2020).

5.2.4. Métodos de afectacion

Los gorgojos adultos raspan la epidermis de la semilla, perforan por la parte apical del
grano. Se ha observado que su vida adulta pasan en el interior del grano; sin embrago, cuando
la poblacién se incrementa de dos a mas adultos por grano, llegan a migrar a otros granos,
ademas los huevos se encuentran en un orificio que la hembra lo realiza con la trompa, la larva
barrena en el interior del grano destruyéndolo por completo; cuando esta madura se transforma

en crisalida y mas tarde en barrenador adulto que sale del grano (Zuiiiga Olaguibel, 2022).

5.2.5. Formas de control

Dentro de las principales formas de control de insectos en granos almacenados tenemos
la fosfina que es un fuerte agente reductor que inhibe la respiracion de los insectos. Dicha
fosfina se aplica en forma de fosfuro metélico, generalmente en forma de fosfuro de aluminio

que reacciona con la humedad del aire y una temperatura superior a 15°C para liberar el gas

fosfina (Mir et al., 2023).

El uso de productos quimicos o fumigantes es eficaz, pero genera muchos problemas,
como la resistencia de los insectos a la fosfina, la naturaleza que agota la capa de ozono y deja
residuos en los alimentos. El uso de bromuro de metilo también genera amenazas ambientales

y complicaciones en la salud humana (Mir et al., 2023).

Para el bienestar de la salud humana, asi como las preocupaciones ecologicas y el
desarrollo de la resistencia de los insectos a los insecticidas quimicos convencionales, se han

incrementado los esfuerzos en todo el mundo para encontrar agentes de control de insectos


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/insecticide

ecoldgicos, eficaces y mas seguros que sean de origen natural (Devi et al., 2022). Destacando

en este aspecto el estudio de los aceites esenciales como potenciales controladores para plagas

de granos almacenados.

5.3. Aceites esenciales

5.3.1. Propiedades toxicologicas

Los aceites esenciales son una mezcla compleja de compuestos orgdnicos volatiles,
algunos de ellos con actividad atrayente o repelente de insectos. Algunos de los aceites
esenciales toxicos sobre diferentes gorgojos son los obtenidos de Cymbopogon spp, Ocimum
spp. v Eucalyptus spp., entre otras especies. También se destaca que los compuestos
mayoritarios en estos aceites esenciales posee una alta actividad repelente de los cudles
podemos mencionar: el a-pineno, eugenol, limoneno, terpineol, citronelol, citronelal, alcanfor

y timol (Olivero-Verbel et al., 2009; Shaaya & Rafaeli, 2007).

5.3.2. Formas de conservacion

Olivero-Verbel et al. (2009) menciona que los aceites esenciales deben almacenarse bajo

congelacion a una temperatura aproximada de 4°C hasta su utilizacion para la realizacion de

los experimentos en laboratorio.

5.3.3. Mecanismos de accion

Los tratamientos con ciertos aceites esenciales han causado sintomas visibles que
apuntaban a un modo de accidon neurotdxico, incluyendo hiperactividad, convulsiones y
temblores seguidos de paralisis, que son similares a los producidos por insecticidas como los
organofosforados y los carbamatos, asi mismo los aceites esenciales tienen como objetivo el

sistema octopaminérgico de los insectos (Shaaya & Rafaeli, 2007).

La octopamina es una amina biogénica multifuncional de origen natural que desempefia
una funcion clave como neurotransmisor, neurohormona y neuromodulador en los sistemas de
invertebrados, con una funcion fisiologica andloga a la de la noradrenalina en los vertebrados

(Kostyukovsky et al., 2002). Como lo indica Isman (2020) la accién de los aceites esenciales

sobre muchas especies de plagas es eficaz y apunta a un lugar de accion en el sistema nervioso

de los insectos.
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5.4. Aceite esencial de Ruta graveolens

Segtn lo indica Kambouche et al. (2008) llevo a cabo un estudio para demostrar las

propiedades insecticidas del aceite esencial de Ruta graveolens, donde el aceite esencial fue
obtenido de las partes aéreas frescas de la planta recolectadas en Tipaza, Argelia, y se demostro
una clara actividad insecticida dependiente de la dosis contra los insectos alemanes. Se informé
de cucarachas (Blatella germanica). El mayor impacto se observo con una concentracion de
aceite esencial del 1,6%. También se descubrid que este aceite es eficaz para matar mosquitos
Culex pipiens con un efecto insecticida del 99 % a una concentracion de aceite esencial del 0,6

% después de 30 minutos (Nahar et al., 2021).

Por su parte Fekhar et al. (2017) exploraron el impacto de la tionacion del aceite esencial

de Ruta montana sobre la actividad insecticida, utilizando el ensayo de toxicidad de la

fumigacion empleando adultos de Sitophilus oryzae.

El aceite esencial de las partes aéreas de Ruta chalepensis posee una importante
actividad insecticida contra tres plagas principales, la broca del café (Hypothenemus hampei;
82,5% de mortalidad en 24 h), Antestia (Antestiopsis sp.; 87,5 % en 24 h) y gorgojo del maiz
(Sitophilus zeamais; 73,5% en 24 h) (Mendesil et al., 2012). Ademas una actividad insecticida

similar de este aceite esencial, que tiene 2-undecanona como componente principal, se puede
evidenciar contra dos escarabajos de la harina, Tribolium castaneum y T. confusum, en el ensayo
de toxicidad por contacto, donde se determina que el valor de la dosis letal media es de 0,09 a

0,13 puL/cm? (Abbad et al., 2014).

5.5. Aceite esencial de Ocotea quixos
El aceite esencial de Ocotea quixos contiene el 1,8-cineol siendo este el compuesto mas

abundante (39,2%), confirmando estudios realizados en Ecuador (Newman & Cragg, 2007). En

otras investigaciones también se puede constatar que sabineno (6,5%) y a-pineno (6,3%) son
compuestos relevantes que estan presentes en el aceite esencial de Ocotea quixos (Scalvenzi et

al., 2017).

En una investigacion realizada por Narciso et al. (2014) se puede evidenciar resultados

de Ocotea cymbarum , mostrando su efecto toxico mas fuerte fue el 100% de mortalidad en

Aedes aegypti larvas de tercera edad en concentraciones > 30 ppm.

La concentracion optima de aceite esencial de Ocotea quixos en la que se logra el 100%

de mortalidad de termitas se da en concentraciones muy bajas (0,12%), donde presenta efecto
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termiticida y repelente contra N. corniger (Arteaga-Crespo et al., 2021). En su investigacion

Passos et al. (2022) indica en su investigacion que el aceite esencial de Ocotea notata mostrod

efectos acaricidas contra Rhipicephalus microplus.
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6. Metodologia
6.1. Metodologia general

6.1.1. Localizacion del estudio

El presente estudio se realizo en el laboratorio de Entomologia de la Universidad
Nacional de Loja, con coordenadas, a 4° 02' 07" S, 79° 12' 11,2" O; la Argelia, Loja - Ecuador.

El disefio fue completamente al azar en condiciones de laboratorio (DCA).
6.1.2. Cria masiva del gorgojo Pagiocerus frontalis.

Para la crianza de Pagiocerus frontalis en laboratorio, se lo realiz6 segiin la metodologia

reportada por (Zuiiga Olaguibel, 2022) donde se utilizé contenedores de vidrio provistos en la

parte superior de tela organza para facilitar la aireacion. Para la alimentacion del insecto se lleno
el recipiente con maiz blanco, al que se le colocaron unas 70 parejas adultas de Pagiocerus
frontalis, aproximadamente. Cabe destacar que estos insectos ya se encontraban en maiz con

granos infestados en el laboratorio de Entomologia de la Universidad Nacional de Loja.

Cada cinco dias los recipientes fueron removidos con el fin de evitar el ataque de
organismos patogenos, a partir de 36 dias ya se tuvo insectos adultos mismos que fueron

retirados para las pruebas correspondientes (Zufiiga Olaguibel, 2022).

6.1.3. Extraccion de aceites esenciales

Primero se debe seleccionar varias especies de plantas para extraer el aceite esencial,
algunas de estas plantas ya son reportadas con principios activos para otras plagas, teniendo
entre las principales a: Ruta graveolens, Bursera graveolens, Tagetes erecta, Ocotea quixos,

Cupressus, Baccharis latifolia, Aloysia citrodora, Syzygium aromaticum, Citrus x limon.

Alvarez et al. (2017) recomienda que el corte del material vegetal se debe realizar por la
mafiana, evitando utilizar plantas enfermas o que presenten algun tipo de contaminante como
polvo, ademas se debe tener en consideracion la época del afio, estado fisiologico de la planta

y el lugar de la recoleccion.

El método de extraccion se realizd por hidrodestilacion utilizando un aparato tipo
Clevenger durante 3 horas; cada aceite fue almacenado en frascos ambar sellados y protegidos

de laluz a 4 °C (Rey-Valeiron et al., 2017).

13



6.1.4. Identificacion de compuestos de aceites esenciales

Segutin lo expuesto Viteri et al. (2022) indica que para obtener la caracterizacion quimica

del aceite esencial se debe realizar mediante dos analisis:
e Analisis cuantitativo

El andlisis cuantitativo se realiz6 mediante cromatografia de gases acoplada a un
detector de ionizacion de llama (GC-FID), para el cual se utilizé una cromatografia de gases
Thermo Scientific (Trace 1310, Waltham, MA, EE. UU.), un detector de ionizacion de llama
(FID), una columna de GC no polar (TRACE se utilizé TR-5, fase estacionaria 5 % fenilmetil
polisiloxano, 30 m de longitud, 0.25 mm de didmetro y 0.25 pm de espesor de capa estacionaria)
y un inyector automatico (Al 1310, Thermo Scientific, Waltham, MA, USA). Para la
preparacién de la muestra, se inyectdé 1 uL de solucion (1/100, v/v, EO/DCM) con una
proporcion de division de 1:50. Se utilizo helio como gas portador a 1 ml/min en modo de flujo
constante y una velocidad promedio de 25 cm/s. Las temperaturas del inyector y del detector
fueron de 230 °C. El programa de temperatura del horno incluy6 una isoterma inicial de 50 °C
durante 3 min, seguida de una rampa de temperatura a 230 °C a 3 °C/min (60 min) y una
isoterma final de 3 min (tiempo total de ejecucion 66 min). Las cantidades relativas de los
compuestos se calcularon basdndose en el area del pico de GC (respuesta FID) sin utilizar un

factor de correccion (Valarezo et al., 2021).

e Andlisis cualitativo

El andlisis cualitativo se realizd mediante cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (GC-MS) para lo cual se utiliza el mismo equipo que en el andlisis
cuantitativo, excepto el detector que fue reemplazado por un detector de espectroémetro de
masas (MS) (cuadrupolo) detector (ISQ 7000, Thermo Scientific, Waltham, MA, EE. UU.). La
concentracion y las temperaturas de la muestra (rampa, inyector y detector) fueron las mismas
que para los analisis cualitativos. Se utilizé helio como gas portador a 0,9 ml/min en modo de
flujo constante y una velocidad promedio de 34 cm/s. Las condiciones operativas para el MS
fueron las siguientes: multiplicador de electrones 1600 eV, 70 eV, rango de masa 40-350 m/z 'y
velocidad de exploracion 2 exploraciones/s. Se utilizo la siguiente ecuacion expuesta por van

Den Dool and Kratz (1963) para determinar el indice de retencion (RI) de cada compuesto. Para

la identificacion de los compuestos se compararon el IR y los espectros de masas con datos

publicados (Adams, 2017).
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(RTx — RTn)

RI = 100C + 100 —————
T 100 REN —RTn)

Donde, C es el nimero de carbonos de los hidrocarburos alifaticos (Coa Cas) que eluyen
antes del compuesto de interés. RT es el tiempo de retencion de x compuesto de interés, n
hidrocarburos alifaticos que eluyen antes del compuesto de interés y N hidrocarburos que

eluyen después del compuesto de interés.

6.2. Metodologia para el primer objetivo

Se utilizo la metodologia expuesta por Viteri et al. (2022) donde indica que la unidad
experimental consiste en un frasco de vidrio de 250 ml con 50 gramos de maiz blanco y 30
insectos adultos. Los trozos de papel filtro (3 cm? Whatman No. 1) fueron impregnados
uniformemente con aceite esencial mismos que se unieron a un hilo de algodon que se conecta
a la parte interna de la tapa del recipiente. Los frascos de vidrio se cerraron con una tapa
metalica de rosca y luego se sellaron herméticamente con un sellador acrilico transliicido
(SACRI-100T 18569 TRUPER). Todas las unidades experimentales se mantuvieron sobre
condiciones controladas de temperatura (27 + 2 °C), humedad relativa (70 = 5%) y escotofase

(24 ).

Se realizaron pruebas preliminares para estimar las concentraciones mas altas de aceite
esencial que no causarian mortalidad y la concentracion més baja capaz de matar el 100% de
los insectos probados. Luego, se establecieron varias concentraciones de aceites esenciales
dentro de este rango de concentracion. Para cada combinacion de concentracién de aceite
esencial se usaron cinco repeticiones. El tiempo de exposicion fue de 24 h, y los insectos se
consideraron muertos cuando no pudieron moverse una vez estimulados mecanicamente con
pinceles de fibra fina. En el control, los frascos de vidrio se cerraron herméticamente sin el

papel impregnado de aceite esencial (Viteri et al., 2022).

6.3. Metodologia para el segundo objetivo
La repelencia se evalud utilizando un aparato que consta de cinco recipientes de plastico
circulares (8 cm de didmetro, 12 cm de altura), con un recipiente central (E) conectado a los
otros cuatro recipientes (A, B, C y D) mediante cilindros de plastico (10 cm de largo, 1 cm de

diametro), como se describi6 previamente en otro lugar (Freitas et al., 2016). Dos contenedores

se colocaron en diagonal y se llenaron con 50 gramos de maiz blanco tratado con las
concentraciones de aceite esencial obtenidas previamente en los bioensayos para toxicidad del

primer objetivo. Los otros dos contenedores se llenaron con 50 gramos de maiz blanco sin tratar
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(control). Cuarenta insectos recién emergidos fueron liberados en el contenedor central y se
registrd el nimero de insectos en cada contenedor 24 horas después de su liberacion. El indice

de repelencia (RI) se calcul6 segun lo propuesto por (Mazzonetto & Vendramim, 2003; Viteri

et al., 2022) en base a la siguiente ecuacion:

. @n
RI= (T+0C)

En donde C es el porcentaje de insectos en los contenedores sin tratar y T es el porcentaje
de insectos en los contenedores tratados con aceite esencial. El RI oscila entre 0 y 2; lo cual
indican:

RI < 1,0; repelencia
RI = 0; neutralidad

RI > 1; atraccion.

6.4. Analisis estadistico
Las curvas de dosis-mortalidad se estimaron utilizando un analisis Probit con el

procedimiento PROC PROBIT (Institute, 2004). La razén de toxicidad (RTso) de los aceites

esenciales mas promisorios fue calculada en base a la Concentracion letal CLso previamente

estimada (Robertson et al., 2017) y en base a la siguiente formula:

CLso2
RT:, =
50 7 crgo1

Donde: CL50[2] = concentracidn letal muestra 2; CL50[ 1] = concentracidn letal muestra 1.
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7. Resultados
7.1. Toxicidad de Ocotea quixos y Ruta graveolens al gorgojo Pagiocerus frontalis

Los niveles de mortalidad obtenidos en los bioensayos de dosis - respuesta para
Pagiocerus frontalis se ajustaron satisfactoriamente al modelo Probit (las pruebas de ajuste
mostraron valores x> bajos [< 6,7] para Ocotea quixos, [< 4,38] Ruta graveolens y valores P
altos [> 0.05]), lo que permitié estimar las concentraciones letales (CL) y subletales para los
gorgojos adultos cuando fueron expuestos via fumigante. La CLso de Ocotea quixos para
Pagiocerus frontalis fue de 126,14 [122,34 — 130,02] uL/L™' y, para Ruta graveolens CLsy =
153,37 [14,.55 — 164,30] uL/L"!, siendo téxicos para adultos de Pagiocerus frontalis (Figura 1).

100 o
§ 75 1
©
B
= 50 -
4y}
]
.
=
25 | Ruta graveolens ®
CL,,= 153,37 uL/L"
2
) X =438, P=0.11
0 i —

100 1000
concentracion (pL/L")

Figura 1. Toxicidad de los aceites de Ocotea quixos y Ruta graveolens para el gorgojo Pagiocerus
frontalis. Las lineas representan los valores estimados de concentracion letal (CL) obtenidos en los

resultados de concentracion - mortalidad sometidos a un analisis Probit.
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7.2. Analisis quimico de los aceites esenciales

El andlisis cromatografico revel6 que el aceite esencial de Ocofea quixos estd compuesto principalmente por o-Cymene (25,87%), a-Pinene

(14,09%), 1, 8-Cineole (6,91) y Limonene (6,67%) (Tabla 2). Al realizar un andlisis de los principales compuestos de este aceite esencial podemos

afirmar que los 29 compuestos identificados conforman el 95,16% de la totalidad del aceite.

Tabla 2. Composicion quimica del aceite esencial de Ocotea quixos

NC TR Compuesto IRC IRL % SD Tipo FQ PM g/mol
1 8,46 Thujene <a-> 919 924 4,85 0,24 HM C1o Hie 136,24
2 8,78 Pinene <o-> 926 932 14,09 0,70 HM C1o Hie 136,23
3 9,51 Camphene 943 946 0,22 0,01 HM C1o0 His 136,24
4 10,52 Sabinene 968 969 3,08 0,15 HM CioHis 136,23
5 10,74 Pinene <p-> 973 974 2,53 0,13 HM Cio His 136,23
6 11,25 Myrcene 985 988 1,89 0,09 HM Cio0 His 136,23
7 12,12 Phellandrene <o-> 1004 1002 4,45 0,22 HM CioHas 136,23
8 12,55 Terpinene <a-> 1013 1014 4,68 0,23 HM C10 His 136,23
9 12,77 Cymene <p-> 1018 1020 0,55 0,03 HM CioHuia 134,22
10 13,06 Cymene <o-> 1024 1022 25,87 1,29 HM Cio Hia 134,22
11 13,16 Limonene 1026 1024 6,67 0,33 HM Ci0 His 136,24
12 13,26 Phellandrene <B-> 1028 1025 0,45 0,02 HM CioHise 136,23
13 13,35 Cineole <1, 8-> 1030 1026 6,91 0,35 MO C10 H1sO 154,25
14 14,56 Terpinene <y-> 1055 1054 5,45 0,27 HM CioHis 136,23
15 15,83 Terpinolene 1082 1086 0,29 0,01 HM Ci0 His 136,23
16 16,76 Linalool 1102 1095 0,30 0,01 MO CiwoHisO 154,25
17 20,71 Terpinen-4-ol 1184 1174 2,66 0,13 MO CiwoHisO 154,25
18 21,54 Decanol <3-> 1201 1196 3,03 0,15 MO CioH220 158,29
19 23,65 Ascaridole 1247 1234 1,22 0,06 MO C10 Hi16 O2 168,23

20 26,75 Terpinyl acetate <6-> 1315 1316 0,25 0,01 SO C12 H2 O2 196,29
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21
22
23
24
25
26
27
28
29

28,86
29,23
31,20
34,06
34,21
34,48
38,01
38,15
46,03

Eugenol

Copaene <o->
Caryophyllene <(E)->
Amorpha-4,7(11)-diene
Selinene <B->

Isodaucene
Thujopsan-2-a-ol
Caryophyllene oxide
Bisabolol acetate <epi-o->

1362
1371
1417
1485
1488
1495
1584
1587
1801

1356
1374
1417
1479
1489
1500
1586
1582
1802

0,32
0,69
2,01
0,76
0,57
0,29
0,29
0,61
0,22

0,02
0,03
0,10
0,04
0,03
0,01
0,01
0,03
0,01

MO
HS
HS
HS
HS
HS
SO
SO
DO

CioH12 O
C1s Hos
C1s Hos
C1s Hos
C1s Hos
C1s Hos

Ci5s H26 O

Ci1s H240

C17 H2s O2

164,20
204,36
204,35
204,35
204,35
204,35
222,37
220,35
264,40

NC: numero de compuesto. TR: tiempo de retencion. IRC: indice de retencion calculado. IRL indice de retencidn de bibliografia.

FQ: férmula quimica. PM: Peso molecular.

19



De igual forma el aceite esencial de Ruta graveolens esta compuesto principalmente por 2-Nonanone (45,80%), 2-Undecanone (42,47%),

y 2-Decanone (1,88%) (Tabla 3). Los 13 compuestos identificados en este andlisis conforman el 97,30% de la totalidad del aceite esencial.

Tabla 3. Composicion quimica del aceite esencial de Ruta graveolens

NC TR Compuesto IRC IRL % SD Tipo FQ PM (g/mol)
1 11,55 Octanone <2-> 992 988 0,68 0,03 oT CsHis O 128,22
2 16,40 Nonanone <2-> 1094 1087 4580 2,29 oT CoHis O 142,24
3 16,90 Nonanol <2-> 1104 1097 0,37 0,02 oT CoHx O 144,25
4 17,02 Nonanal <n-> 1107 1100 0,42 0,02 oT CoHis O 142,24
5 18,50 Geijerene 1138 1138 0,84 0,04 HS Ci2His 162,27
6 21,14 Decanone <2-> 1193 1190 1,88 0,09 MO C1oH200 156,27
7 22,91 Hexenyl 2-methyl butanoate <(32)-> 1230 1229 1,66 0,08 SO C11 H2o O2 184,27
8 25,89 Undecanone <2-> 1295 1293 42,47 2,12 SO Ci1 H2 0O 170,29
9 26,25 Undecenal <(82)-> 1303 1300 0,27 0,01 SO C11H20 0O 168,28
10 26,50 Citronellic acid 1309 1312 0,30 0,02 MO Cio His02 170,25
11 28,97 Undecanal <2-methyl-> 1365 1365 0,98 0,05 SO Ci2H20 184,32
12 30,29 Tetradecane <n-> 1395 1400 0,91 0,05 HS Ci4 Hao 198,39
13 34,53 Tridecanone <2-> 1496 1495 0,73 0,04 MO C13H2 O 198,34

NC: nimero de compuesto. TR: tiempo de retencion. IRC: indice de retencidn calculado. IRL indice de retencion de bibliografia. FQ:

férmula quimica. PM: Peso molecular.
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7.3. Evaluacion de repelencia

El aceite esencial de Ocotea quixos fue repelente para adultos de Pagiocerus frontalis
cuando se expuso por 24h, excepto en la concentracion CL1o 88,30 pL/L™'; (IR= 0,19) mismo
que no presentd diferencia significativa con respecto al control (Fig. 2A). Contrariamente el
aceite esencial de Ruta graveolens logro repeler al gorgojo, excepto en la concentracion CLoog

319,97 pL/L!; (IR= 0,86) que no presentd diferencia significativa con el control (Fig. 2B)

A

Control

IR=0,95+0,05 |%
IR=0,58+0,07 |%
IR=0,48+0,026 |/%
IR=0,39+0,030 %

IR=0,19+0,035 T NS

100 75 50 25 0 0 25 50 75 100
Adultos de Pagiocerus frontalis (%)

R. graveolens Control

IR=0,86+0,15
IR=0,71+0,07
IR=0,67+0,04
IR=0,62+0,06

IR=0,37+0,06

100 75 50 25 100

Adultos de Pagiocerus frontalis (%)

Figura 2. Porcentaje de adultos de Pagiocerus frontalis que se desplazaron a los recipientes de maiz no
tratados y tratados con aceite esencial de Ocotea quixos (A) y Ruta graveolens (B). Cada barra

representa la media de cinco réplicas para cada concentracion y aceite esencial.

21



8. Discusion

Los aceites esenciales han demostrado ser una de las opciones mas promisorias para
remplazar los insecticidas sintéticos para el control de insectos plagas. Estos productos son
considerados insecticidas naturales eficaces, seguros y ecologicos. Aqui, se demuestra la
toxicidad y repelencia de los aceites esenciales de Ocotea quixos y Ruta graveolens contra una

de las principales plagas del maiz blanco almacenado; el gorgojo Pagiocerus frontalis.

Los aceites esenciales aqui evaluados, presentaron una composicién quimica diversa
como es comun en estos productos. Sin embargo, los componentes o-Cymene, a-Pinene y 1,8-
Cineole se presentan en mayor cantidad en Ocotea quixos; y 2-Nonanone y 2-Undecanone
destacan en el aceite esencial de Ruta graveolens. Una composicion quimica similar de Ocotea

quixos con a-Pinene como mayoritario fue reportado previamente (Noriega & Dacarro, 2008;

Scalvenzi et al., 2016); sin embargo, valores menores de este compuesto en este mismo aceite

esencial también fueron encontrados (Noriega & Samaniego, 2006). Estas variaciones es comun

en aceites esenciales y pueden ser atribuidas a factores bidticos, abidticos, metodologia de

extraccion, parte de la planta utilizada, entre otros (Attia et al., 2018; Valarezo et al., 2021). En

el caso del aceite esencial de Ruta graveolens los compuestos mayoritarios aqui encontrados

fueron similares a otros estudios (Reddy & Al-Rajab, 2016; Rojas et al., 2011). Y justamente

de su composicion quimica y la proporcion de cada uno de estos compuestos depende la

actividad biologica de estos productos.

Los resultados del presente estudio demuestran el potencial insecticida de Ocotea quixos
y Ruta graveolens para adultos de Pagiocerus frontalis via fumigante. La toxicidad del aceite
esencial de Ocotea quixos a artrépodos ha sido reportada en otros estudios; con efectos letales

para Nasutitermes corniger (Arteaga-Crespo et al., 2021) y para el acaro Rhipicephalus

microplus (Passos et al., 2022). Es conocido que la actividad biologica de los aceites esenciales

es atribuida a los compuestos mayoritarios; por tanto, este efecto para el aceite esencial de
Ocotea quixos los compuestos 0-Cymene, a-Pinene y 1,8-Cineole serian los responsables de
este efecto insecticida. En este sentido el efecto insecticida de o-Cymene fue comprobado para

Tribolium castaneum (Luo et al., 2019) Blattella germdnica (Chang et al., 2012) Liposcelis

bostrychophila (Feng et al., 2021). Similarmente a-Pinene también presento toxicidad a plagas

a granos almacenados como Sitophilus zeamais, Tribolium castaneum, Lasioderma serricorne,
y Liposcelis bostrychophila, presentando en algunos casos mejor efecto toxico que el producto

de tierra de diatomeas Detech® (Atay et al., 2023; Langsi et al., 2020; Sun et al., 2020); y 1,8-
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Cineole también controlod Callosobruchiis maculatus, Rhyzopertha dominica, Sitopliilus oryzae

y Tribolium castaneum (Aggarwal et al., 2001; Lee et al., 2004).

Por su parte el potencial insecticida del aceite esencial de Ruta graveolens ha sido
evidenciado en otros insectos plaga de granos almacenados como Sitophilus Oryzae (Perera &

Karunaratne, 2016), Sitophilus zeamais (Achimoén et al., 2022; Perera et al., 2022; Zurita

Vasquez et al., 2017), Ectomyelois ceratoniae Zeller y Ephestia kuehniella (Chaaban et al.,

2019) y otras plagas de importancia agricola como el afido Rhopalosiphum padi L. (Wang et
al., 2022), o el mosquito Culiseta longiareolata (Bouabida & Dris, 2020). Y en estudios

realizados por Faria et al. (2016) este mismo aceite esencial presento efectos nematicida. El

efecto toxico del aceite esencial de Ruta graveolens es atribuido a sus principales componentes
aqui encontrados, siendo el 2-Nonanone y 2-Undecanone. Cuando insolado el componente 2-
Nonanone fue reportando como téxico para Rhyzopertha dominica, Sitophilus oryzae y

Tribolium castaneum (Ncibi et al., 2020; Yiicel et al., 2023) y contra el acaro Rhipicephalus

annulatus (Youssef et al., 2024). Similarmente 2-Undecanone también mostro toxicidad a otras

plagas de granos almacenados como Tenebrio molitor y Trogoderma granarium, Sitophilus

oryzae, y Tribolium castaneum (Faiza et al., 2023; Nahar et al., 2021; Najem et al., 2020);

ademads de la hormiga Solenopsis invicta (Kurmanbayeva et al., 2023).

Ademas, nuestros resultados evidenciaron el efecto repelente del aceite esencial de
Ocotea quixos y Ruta graveolens a adultos de Pagiocerus frontalis. Para el aceite esencial de
Ocotea quixos la repelencia fue directamente proporcional a la concentracion usada, con un
efecto nulo en la menor concentracion. Aunque son pocos los estudios de este aceite esencial
evaluando repelencia en insectos, los compuestos mayoritarios de este producto como a-Pinene
y 1,8-cineol presentaron repelencia a Sitophilus zeamais y Callosobruchus maculatus

respectivamente (Barbosa et al., 2021; Langsi et al., 2020; Xu et al., 2023). Ya el aceite esencial

de Ruta graveolens tuvo un efecto repelente inversamente proporcional, logrando repeler al
gorgojo Pagiocerus frontalis, excepto en la mayor concentracion, resultados similares fueron

encontrados por Najem et al. (2020) donde este aceite fue repelente para Tribolium castaneum

Herbst. Similarmente en otro estudio Hadis et al. (2003) indica que este mismo aceite repele el

mosquito Mansonia spp., al oeste de Etiopia. Contrariamente a los estudios reportados, el aceite

esencial de Ruta graveolens presentd un efecto atrayente a adultos de Ceratitis capitata.

(Mabrouka et al., 2018).
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Los resultados obtenidos en este estudio, junto con la informacién disponible en
literatura, confirman que el uso de aceites esenciales de Ocotea quixos y Ruta graveolens puede
convertirse en una herramienta a ser incorporada en Programas de Manejo Integrado de
Pagiocerus frontalis, lo que contribuiria a una reduccion significativa en el consumo de

insecticidas sintéticos.

9. Conclusiones

e Losaceites esenciales de Ocotea quixos y Ruta graveolens presentan 100 % de toxicidad
a adultos de Pagiocerus frontalis, por lo que pueden ser consideradas potenciales
herramientas para su uso en el manejo integrado de plagas.

e Ambos aceites esenciales de Ocotea quixos y Ruta graveolens de manera general
lograron repeler a adultos de Pagiocerus frontalis, claro estd que en el caso de Ocotea
quixos se necesita una concentracion letal més alta, respecto a la utilizada en el aceite

esencial de Ruta graveolens.

10. Recomendaciones

e Realizar estudios sobre efectos bioldgicos en Pagiocerus frontalis al ser expuestos a las

distintas concentraciones subletales de estas hiomoléculas.
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12. Anexos
Anexo 1. Cria masiva del insecto Pagiocerus frontalis.

Anexo 2. Identificacion taxondémica del insecto
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Anexo 3. Ensayo de toxicidad

Anexo 4. Ensayo de repelencia
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Anexo 5. Extraccion de los aceites esenciales.
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