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Bioactividad de aceites esenciales de Schinus molle var. areira
(Anacardiaceae) en ninfas Il de Nezara viridula (Hemiptera:

Pentatomidae)

J. O. WERDIN, A. P. MURRAY, A. A. FERRERO

Se evaluo la actividad insecticida fumigante, por contacto y el efecto repelente de los

aceites esenciales de hojas y frutos de Schinus molle var. areira en ninfas 1l de Nezara
viridula, primer estadio que ataca al cultivo de soja. Las actividades insecticidas fueron
analizadas a diferentes tiempos, determindndose para ambos casos el pardmetro TL50.
Cuando se considero el efecto fumigante, a la concentracion de 176 pg/ml, el TL50 fue
de 10,81 h para el aceite esencial de hojas y de 9,40 h para el de frutos mostrando ambos
aceites un Indice de Toxicidad categoria 3, moderadamente toxico. Al medir la actividad
insecticida por contacto, el valor del TL50 a la concentracion de 45 pg/cm? fue de 1,92
h para el aceite esencial de hojas y de 11,48 h para el de frutos, siendo el Indice de Toxi-
cidad categoria 1 y 3, altamentey moderadamente toxico respectivamente. S6lo el acei-
te de frutos produjo efecto repelente.
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INTRODUCCION

La soja es el cultivo de leguminosas de
grano mds importante en el mundo en térmi-
nos de su uso para alimentacién humana o
animal, concentrandose en Argentina, junto
con Brasil, China y los Estados Unidos mas
del 95 % de su produccion mundial (Boc-
CHETTO, 2005). En la ultima campana
(2007/8) la superficie total sembrada en
Argentina fue de 16.600.000 hectdreas
(aument6 un 2.8% con respecto a la campa-
fia anterior) y su produccion alcanzé
47.500.000 de toneladas constituyéndose
como el record nacional de produccion soje-
ra, 17,2 % mas que en la campaifia anterior.

La soja y sus derivados representan actual-
mente el principal producto de exportacion y
ubican a la Argentina como el primer expor-
tador mundial de aceite y harina de soja, y
como el tercer productor mundial de soja
luego de EEUU y Brasil (SAGPyA, 2008).
En la actualidad, la idea de desarrollo sus-
tentable de los sistemas agricolas se presen-
ta como una linea de accion, tanto tedrica
como practica, propendiente a la transforma-
cion y crecimiento de la agricultura argenti-
na y las empresas asociadas a dicha activi-
dad. Desde una definicién operativa es posi-
ble identificar como sustentables aquellos
sistemas capaces de lograr una mayor pro-
duccién con la menor cantidad de efectos
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negativos. Al avanzar en el andlisis de esta
definicion, se comprende que dicha sustenta-
bilidad surge del entrecruzamiento de tres
ejes, a saber: el eje ecoldgico (por el cual se
pretende que el sistema proteja la integridad
de los recursos naturales), el eje econémico
(dado que dicho sistema debe ser rentable
para el productor) y el eje social (en tanto
debe promover el crecimiento econémico y
el bienestar de la sociedad en su conjunto)
(SATORRE, 2004).

El aumento de la superficie cultivada, la
intensificacion y la simplificacion que han
experimentado los sistemas productivos
argentinos, han llamado la atencién por su
impacto sobre el eje ecoldgico de este con-
cepto. De hecho, la reduccion de la diversi-
dad planificada, el empobrecimiento de los
suelos y la alteracion del ciclo de nutrientes,
y la reduccion de materia orgdnica, con el
potencial impacto negativo sobre el resulta-
do de las empresas y la economia general,
han aparecido como los primeros riesgos
asociados a los métodos tradicionales del
cultivo de soja (SAGPyA, 2008).

Por lo antes mencionado, una alternativa a
los sistemas convencionales, y siguiendo la
perspectiva sobre la sustentabilidad, es la lla-
mada produccion agricola orgdnica que tiene
como propositos fundamentales la protec-
cion y preservacion del medio ambiente, la
oferta de alimentos de mayor calidad y una
relacién socialmente mds justa entre los
actores del proceso productivo. Asi mismo,
cuando los productos reciben la certificacion
de orgdnicos, sus precios tanto en el merca-
do nacional como internacional aumentan
significativamente (GARCIA, 2003).

Uno de los mayores desafios a vencer en
la conversion de sistemas convencionales de
cultivo a sistemas orgdnicos gira alrededor
del control de insectos plagas (GARCIA,
2003). El cultivo de soja es atacado por
diversos insectos en todos los estados onto-
génicos derivando en pérdidas en el rinde y
la calidad del grano (ARAGON, 2003).

El Complejo de las chinches (Hemiptera:
Pentatomidae) puede considerarse entre las
plagas mds importantes del cultivo de soja.

Una de las especies mds perjudiciales es
Nezara viridula. Como métodos de control
alternativos a la utilizacion de insecticidas
sintéticos, figuran el control bioldgico, el
manejo de plantas huéspedes, la utilizacion de
feromonas y entomopatégenos y el uso de
insecticidas botdnicos (KNIGHT y GURR,
2007).

Los aceites esenciales son considerados
como un importante recurso natural para la
obtencién de nuevos insecticidas, ya que su
naturaleza lipofilica facilita la interferencia
de procesos metabdlicos, fisioldgicos y com-
portamentales esenciales para los insectos
(NISHIMURA, 2001; PRAJAPATI et al., 2005).

Schinus molle var. areira pertenece a la
Familia Anacardiaceae (ZULOAGA y MORRO-
NE, 1999); es un arbol originario de América
del Sur, siendo cultivado como ornamental
en casi todos los paises de clima templado y
cdlido (MuNoz, 2000). Sus extractos y/o
aceites han sido utilizados en la medicina
popular y han demostrado poseer distintas
actividades bioldgicas en el control de insec-
tos-plaga (STEINBAUER, 1995; CHIRINO et al.,
2001; FERRERO et al., 2006; SANCHEZ CHOPA
et al., 2006).

El objetivo de este trabajo fue evaluar la
actividad insecticida por contacto y fumigan-
te y el efecto repelente de los aceites esencia-
les de hojas y frutos de Schinus molle var.
areira en ninfas Il de Nezara viridula, primer
estadio ninfal que ataca al cultivo de soja.

MATERIAL Y METODOS

Material vegetal

Los 6rganos vegetales (hojas y frutos) de
S.molle var. areira se recolectaron durante la
¢época estival en la ciudad de Bahia Blanca,
Buenos Aires, Argentina e identificado en el
Herbario del Dpto. de Biologia, Bioquimica
y Farmacia de la UNS (Herbarium Vaucher
Number, BBB 10444).

Obtencion de los aceites esenciales de
hojas y de frutos de S. molle var. areira

Los aceites esenciales se aislaron a partir
de material vegetal fresco, por destilacion
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por arrastre de vapor de agua en un aparato
tipo Clevenger durante 3 a 4 horas, se seca-
ron sobre sulfato de sodio anhidro y se alma-
cenaron en oscuridad a 4° C (MURRAY et al.,
2005). El rendimiento de los aceites fue de
0.22% (p/v) y 042% (p/v) para hojas y fru-
tos respectivamente.

Insectos

Todos los insectos provinieron de crias
sincronizadas de Nezara viridula originadas
a partir de ejemplares sin historia de control
quimico a 28 + 1° C, 60% HR y fotoperiodo
14 L -10 O. El estadio ninfal utilizado se ali-
mento con una dieta polifoga constituida por
frutos de Phaseolus vulgaris, brotes de Gly-
cine max, mazorcas de Zea mais 'y semillas
de Helianthus annuus.

Bioensayos

Todos los bioensayos fueron realizados a
28 + 1°C, 60 % de HR y fotoperiodo 14 L:
10 O.

Actividad Fumigante

Se utilizaron discos de papel de filtro tipo
Whatman N° | de 8,5 cm de didmetro que se
impregnaron con 1 ml de soluciones hexani-
cas de los aceites; se dejo evaporar el sol-
vente durante diez minutos y luego los pape-
les se colocaron en el fondo de cajas de Petri
de 8,5 cm de diametro x 2 cm de altura.
Cada caja se cubri6 con una tapa perforada
y recubierta con tela mellada para permitir
la circulacion de aire; sobre esta tela se libe-
raron 10 ninfas II protegidas por una segun-
da caja de didmetro equivalente para evitar
su fuga. El conjunto de cajas fue hermética-
mente sellado con cinta adhesiva a fin de
constituir una cdmara fumigante. Las con-
centraciones ensayadas fueron de 176
ug/ml, 88 pug/ml, 22 ug/ml y 11 pg/ml.
Como control se utilizaron papeles de filtro
tratados solamente con solvente. Se evaluo
el porcentaje de mortalidad a las 2, 6, 12, 24
y 48 horas de exposicion. Se consideré que
una ninfa estaba muerta cuando estaba vol-
teada sin movimientos en sus apéndices. Se
realizaron al menos tres réplicas. Los datos

fueron analizados por ANOVA (previa
transformacién Vx) y DMS. Se calculd el
pardmetro tiempo letal medio TL50 (en
horas) para la maxima concentracion eva-
luada utilizando el programa computarizado
Microprobit 3.0. El modelo de regresion fue
verificado usando el estadistico Chi-cuadra-
do. Se utilizé el Indice de Toxicidad para
pesticidas propuesto por VARGAS y UBILLO
(2001) siguiendo las categorias:

Categoria |1 = Ohs <TLs <2hs: Altamente
toxico.

Categoria 2 = 2hs <TLs <5hs: Téxico.

Categoria 3 = 5hs <TLs; <24hs: Modera-
damente toxico.

Categoria 4 = 24hs >TLs,: Levemente
toxico.

Actividad Insecticida por Contacto

Se utiliz6 como superficie a tratar frascos
de vidrio de 14 ml, que se rociaron con 0,5 ml
de soluciones hexanicas de los aceites a las
concentraciones de 45 pg/cm?2; 22,5 pg/em?;
112 ug/em?; 5.6 pg/em? y 2.8 pug/cm?. Para
lograr una distribucién homogénea del pro-
ducto en las paredes internas del envase
(laterales y base) los mismos se colocaron en
forma horizontal sobre una serie de cilindros
conectados a un motor eléctrico de 110 v que
gira a 100 rpm y para facilitar la evaporacion
del solvente se utilizé una corriente de aire
caliente (20°C) generada por un caloventor.
Como control se utilizaron frascos de vidrio
tratados con solvente s6lo. En cada envase se
colocaron 10 ninfas II y la boca del frasco se
cerrd con una tela mellada. Se evalué el por-
centaje de mortalidad a las 2, 6, 12,24 y 48
horas de exposicion. Cada tratamiento se
repitié al menos tres veces. Los datos fueron
analizados por ANOVA (previa transforma-
cién Vx) y DMS. Se calculé el pardmetro
TL50 (en horas) para la mdxima concentra-
cion evaluada utilizando el programa com-
putarizado Microprobit 3.0.

Actividad Repelente

Se utilizé una arena experimental formada
por dos envases de vidrio hexagonales (A y B)
de 190 ml cada uno, cuyas tapas metalicas
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constan de un orificio central conectado a un
tubo de vidrio de 9 x 0,7 cm de didmetro. La
zona de unidén tubo-tapa se sellé con silicona
termofusible para evitar la fuga de vapores.
Los tubos de vidrio correspondientes a cada
envase se unieron por un tubo central del
mismo material (3 x 0,7 cm de didmetro).
Discos de papel de filtro tipo Whatman N° 1
de 5.5 cm de didmetro se trataron con 0.5 ml
de soluciones hexanicas de los aceites a las
concentraciones de 5.26 ug/ml, 2.63 ug/ml y
1.32 pg/ml. Como control positivo se utilizé
DEET (N ,N-dietil-m-toluamida, 98% de
pureza; Aldrich, Milwaukee, USA) a las mis-
mas concentraciones. Luego de la evapora-
cién del solvente, en el fondo de cada envase
A se colocé un disco de papel tratado y en el
envase B un disco de papel sin tratar (testigo
en blanco). En todos los casos se permiti6 la
estabilizaciéon de los vapores durante una
hora. Diez ninfas II se colocaron en el tubo
central y a las 24 horas se registré el nimero
de las mismas presentes en cada envase. Se
realizaron al menos tres réplicas. Se calculé
una Proporcién de Repelencia (PR) y una
Proporcién de Atractancia (PA):

PR = NB/NT
PA = NA/NT

donde NB es el nimero de ninfas II en el
envase B, NA es el nimero de ninfas II en
el envase A y NT es el nimero total de nin-
fas II.

Se calcul6 un estadistico Z para estanda-
rizar las proporciones originadas por una
distribucion binomial:

Z=n (RP-Py) / V nP; (1-P,)
Z=n (AP-Py) / V nP, (1-Py)

donde n = niimero total de insectos utilizado
para cada concentracion; P, = Proporcion
esperada (Pj: 0.5). El estadistico Z fue com-
parado con un £ critico () o5(f = 1.96, gl = o;
P < 0.05) o ¢ critico o (t = 2.57; gl= =; P <
0.01) (ZAR, 1999).

RESULTADOS

Los aceites esenciales de hoja y frutos de
Schinus molle var. areira mostraron activi-
dad insecticida fumigante y por contacto en
ninfas Il de Nezara viridula a las diferentes
concentraciones y tiempos de exposicion. La
mortalidad en los controles fue nula.

El aceite esencial de hoja, a las 48 h de
exposicién a las concentraciones mads altas
(88 y 176 pg/ml) produjo mas del 95% de
mortalidad y a las menores concentraciones
(11'y 22 pg/ml) el porcentaje de mortalidad
fue superior al 70% (Figura 1). Para todas las
concentraciones se hallaron diferencias sig-
nificativas con el control (p<0,05). A las 12
horas, la concentracion de 176 pg/ml produ-
jo el 50 % de mortalidad en tanto que a las
24 h dicho valor fue del 70 %. Entre las 2 y
las 24 h a las concentraciones de 11,22 y 88
ug/ml los porcentajes de mortalidad fueron
inferiores al 40%.

El aceite esencial de fruto a las 48 h de
exposicion a las concentraciones de 22, 88 y
176 ug/ml produjo porcentajes de mortalidad
por encima del 90% (Figura 2) y a la menor
concentracién un 66%. Para todas las con-
centraciones se hallaron diferencias signifi-
cativas con el control (p<0,05). Alas24 hy
a las concentraciones de 88 y 176 pg/ml el
porcentaje de mortalidad oscil6 entre el 70 y
90% observandose diferencias significativas
con el control (p<0,05). A las dosis menores
(11 y 22 ug/ml) no se hallaron diferencias
significativas con el control (p>0,05) siendo
el porcentaje de mortalidad no superior al
20%. A las 12 horas y a la mdxima concen-
tracion se observé un 50% de mortalidad.

El andlisis Probit del pardmetro TL50 a la
concentracion de 176 ug/ml fue de 10,81 h
para el aceite esencial de hojas y de 9,40 h
para el de frutos, lo que indica que ambos
aceites poseen un Indice de Toxicidad cate-
goria 3 (Cuadro 1).

Para evaluar la actividad insecticida por
contacto, se utiliz6 como concentracién
maxima, la minima concentracién corres-
pondiente al bioensayo de actividad fumi-
gante. A la concentracién de 45 pg/cm? se
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Figura 1. Actividad Fumigante del aceite esencial de Hojas de Schinus molle var. areira en
de Nezara viridula.
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Figura 2. Actividad Fumigante del aceite esencial de Frutos de Schinus molle var. areira en ninfas Il de Nezara viridula.



J. O. WERDIN, A. P. MURRAY, A. A. FERRERO

Cuadro 1. Actividad Insecticida Fumigante de aceites esenciales de Hojas y Frutos de Schinus molle var. areira
en Ninfas Il de Nezara viridula con una concentracion de 176 pg/ml.

Aceite TL50 (h) 7 TL95 (h) 1.C. b (ES), b
Hoja de y

S solle 10,81 44-165 25,00 163 - 39,1 4.5(0.37) 3
Fruto de

gt 9.40 46-138 2350 163-346  4.1(035) 3

4 Intervalos de Confianza del 95% (inferior y superior) se muestran entre paréntesis.

b: pendiente de la recta de regresion (error standard).

Cuadro 2. Actividad Insecticida por Contacto de aceites esenciales de Hojas y Frutos de Schinus molle var. areira
en Ninfas II de Nezara viridula con una concentracion de 45 ug/cm?2.

Aceite Indice de
Esencial TL50 (h) LCy TL95 (h) LC. b (ES), Toxicidad

Hojas 192 1,7-2,1 213 24-33 10.8 (1.24) 1

Frutos 1148 94-134 2531 22,2 -29.1 4,79 (042) 3

4: Intervalos de Confianza del 95% (inferior y superior) se muestran entre paréntesis.

b: pendiente de la recta de regresion (error standard).

observaron diferencias significativas entre
los aceites con respecto al control cuando el
porcentaje de mortalidad fue superior al 20%
(p<0,05). Ademas, solo el aceite esencial de
hojas de S. molle var. areira a las 2 horas de
exposicion produjo mds del 50% de mortali-
dad, alcanzando a las 6 horas el 100%. A las
24 h, el aceite esencial de fruto produjo 90%
de mortalidad, alcanzando el 100% a las 48
h de exposicién, no observandose diferen-
cias significativas entre ambos aceites a las
24y 48 h. A la concentracién de 22,5 yg/cm?
el aceite esencial de hoja, a pesar de no
observarse diferencias significativas (p>0.05),
produjo mayor toxicidad que el aceite de
fruto, alcanzando ambos aceites el 100% de
mortalidad a las 48 h. A la concentracion de
11,2 ug/cm? se observaron diferencias signi-
ficativas entre ambos aceites y el control a
las 48 h. (p<0,05) ocasionando mds del 80%
de mortalidad. A las concentraciones de 2.8
y 5.6 ug/cm? los porcentajes de mortalidad
para ambos aceites fueron menores del 25%
hasta las 24 h, observandose un incremento
en la toxicidad a partir de este tiempo. A
dichas concentraciones, no se detectaron
diferencias en el comportamiento de ambos
aceites (p>0.05) (Figura 3).

El andlisis Probit del parametro TL50 a la
concentracion de 45 ug/cm? fue de 1,92 h
para el aceite esencial de hojas y de 11,48 h
para el de frutos, lo que indica que los acei-
tes poseen un Indice de Toxicidad categoria
1 y 3 respectivamente (Cuadro 2).

La actividad repelente de los aceites esen-
ciales de hojas y frutos de S. molle var. arei-
ra se evalud en ninfas II de N. viridula a las
24 h. Dadas la caracteristicas de la arena
experimental, se selecciond como maxima
concentracion a ensayar la mitad de la con-
centracion minima (11 pg/ml) del ensayo
correspondiente a la actividad fumigante a
las 24 h con el fin de evitar la muerte de las
insectos durante el bioensayo. Solo el aceite
de fruto y a la maxima concentracion (5.26
ug/ml) produjo efecto repelente. Como con-
trol positivo de repelencia en este estudio se
utilizo el DEET que no mostré efectos ni
atractantesni repelentes en ninfas II de M.
viridula (Cuadro 3).

DISCUSION
Actualmente, se dispone de poca informa-

cion sobre la actividad bioldgica de aceites
esenciales y extractos vegetales sobre Neza-
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Cuadro 3. Actividad Repelente de aceites esenciales de Frutos y Hojas de Schinus molle var. areira y DEET en
Ninfas II de Nezara viridula.

Tratamiento (,?Jf:]sl) PR! - Si:niivf;clai?én PA? - Si?niivﬁegaczén ﬁfﬁiﬁgﬁ:
Aceite esencial 5.26 0.70 2.191 ¥ 0.30 -2.191 ns Repelente
de Frutos de 2.63 0.53 0.328 ns 047 -0.328 ns Neutro
S 132 056 0657 ns 044 0657 ns Neutro
areira
Aceite esencial 5.26 043 -0.766 ns 0.57 0.766 ns Neutro
de Hojas de 2.63 05 0.00 ns 0.5 0.00 ns Neutro
& ke 132 053 0328 ns 047 0328 ns Neutro
var. areira
5.26 0.53 0.328 ns 047 -0.328 ns Neutro
DEET 2.63 0.5 0.00 ns 0.5 0.00 ns Neutro
132 0.53 0.328 ns 0.47 -0.328 ns Neutro

I: proporcién de repelencia; 2: proporcién de atractancia.
* Prueba r Student’s: ns: no hay diferencias significativas (p>0.05); *: existen diferencias significativas (p<0.05).
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Figura 3. Actividad Insecticida por Contacto de Aceites Esenciales de Hojas y Frutos de Schinus molle var. areira en
ninfas II de Nezara viridula.
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ra viridula y otros hemipteros fitéfagos
(HOFFMAN-CAMPO et al., 2003).

En nuestro trabajo los aceites esenciales
de hojas y frutos de Schinus molle var. arei-
ra mostraron actividad insecticida fumigante
y por contacto en ninfas Il de N. viridula.

El pardmetro Tiempo Letal Medio (TL50)
es considerado un buen estimador de toxici-
dad de los pesticidas; permite evaluar en
forma relativamente simple, precisa, econé-
mica, simultdnea y reproducible el efecto de
estos productos (VARGAS y UBILLO, 2001).
Los valores de TL50 para actividad fumigan-
te demostraron que ambos aceites poseen un
efecto moderadamente téxico. Sin embargo
solo el aceite de hojas resulté altamente toxi-
co cuando se evalué la actividad insecticida
por contacto. Esto estaria indicando que la
via de ingreso del aceite de hoja seria por via
respiratoria y cuticular. Varios autores han
demostrado que aceites esenciales de dife-
rentes plantas poseen actividad insecticida
por ambas vias (SHAAYA et al., 1997; KiM et
al.,2003; PAVELA, 2005).

Es sabido que los aceites esenciales pose-
en componentes de fécil volatilizacion. DAL
BELLO y PADIN (2006) sugieren para la eva-
luacion de la actividad repelente de estos
productos, el uso de métodos en donde se
evite que los individuos, en un unico espa-
cio, compartan la misma atmésfera mezclan-
dose los vapores e invalidando el ensayo. En
nuestro estudio utilizando este tipo de meto-
dologia se determiné que solo el aceite de

ABSTRACT

fruto produjo efecto repelente. Esto podria
deberse a los diferentes constituyentes de los
aceites esenciales (MURRAY et al., 2005).
Resultados similares se observaron al traba-
jar con adultos de N. viridula (datos no
publicados).

El DEET es un conocido repelente
doméstico y trabajos previos han demostra-
do que este compuesto produce efecto repe-
lente en otros insectos (PETERSON et al.,
2002) y hemipteros hematéfagos (BUSCHER
et al. 1985, ALZOGARAY et al. 2000, FERRE-
RO et al. 2006b). En el caso particular de
ninfas Il de Nezara viridula su actividad fue
neutra.

Nuestras observaciones indican que los
aceites esenciales de hojas y frutos de Schi-
nus molle var. areira podrian ser utilizados
como una herramienta alternativa para el
manejo integrado de Nezara viridula, plaga
del cultivo de la soja.
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Fumigant and contact activity and repellent effect of essential oils from leaves and
fruits of Schinus molle var. areira were evaluated against nymphs II of Nezara viridula,
first stage that begin to feed on soybean. Both activities were conduced on different times
and TL50 was determined. When fumigant toxicity was analyzed at 176 yg/ml, the para-
meter TL50 was 10.81 h and 9.40 h to essential oils from leaves and fruits respectively.
The Toxicity Index was 3, moderately toxic to both essential oils. The TL50 value, for
contact activity at 45 yg/cm? was 1.92 h and 11.48 h to essential oils from leaves and
fruits and the Toxicity Index was 1 and 3, highly and moderately toxic respectively. Only
essential oils from fruits showed repellent effects.
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