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Resumen

Se han reportado numerosos casos en donde Epicauta atomaria se alimenta de diferentes
cultivos, en especial de los horticolas. El dafio que ocasiona es tal que reducen las hojas solo
a nervaduras. Debido a ello nos planteamos como objetivo realizar ensayos de bioactividad
repelente-atrayente y antialimentaria de extractos etanolicos sobre ejemplares adultos de
E. atomaria. Los extractos se elaboraron a partir de Amaranthus hybridus, Artemisia
dracunculus, Beta vulgaris var. cicla, Dysphania ambrosioides, Lavandula sp., Origanum
vulgare, Passiflora caerulea, Rosmarinus officinale, Tagetes patula y Thymus vulgare. La
eficacia de los extractos ensayados revela que T. vulgaris, A. dracunculus y Lavandula sp.
debido a sus efectos de repelencia como antialimentarios, poseen compuestos con potencial
bioactividad para el control biologico de este coledptero. Mientras que A. hybridus, P. cae-
rulea y B. vulgaris var. cicla, serian potencialmente ttiles para la elaboracion de sebos
atrayentes en los cultivos horticolas.

Palabras Clave: bioinsecticidas; coledptero plaga; control biolégico; cultivos hortico-
las; extractos etandlicos.

Abstract

Numerous cases have been reported where Epicauta atomaria feeds on different crops,
especially horticultural ones. The damage they cause is such that they reduce the leaves to
only veins. Due to this, we set ourselves the objective of carrying out repellent-attractant
and anti-feeding bioactivity tests of ethanolic extracts on adult specimens of E. atomaria.
The extracts were made from Amaranthus hybridus, Artemisia dracunculus, Beta vulgaris
var. cicla, Dysphania ambrosioides, Lavandula, Origanum vulgare, Passiflora caerulea,
Rosmarinus officinale, Tagetes patula and Thymus vulgare. The efficacy of the extracts
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tested reveals that T. vulgaris, A. dracunculus and Lavandula sp., due to their repellent
and anti-feeding effects, have compounds with potential bioactivity for the biological con-
trol of this beetle. While A. hybridus, P. caerulea and B. vulgaris var. cicla, would be po-
tentially useful for the preparation of attractant tallows in horticultural crops.

Keywords: bioinsecticides; pest beetle; biologic control; horticultural crops; ethanolic
extracts.

Introducecion

En su estado adulto, Epicauta atomaria (Germar) es un insecto polifago-fitéfago
de comportamiento gregario (Campos-Soldini et al., 2021) que se considera plaga de di-
versos cultivos agricolas debido al dafio que ocasionan (Di Iorio, 2004; Campos-Soldini
et al., 2021). Se han reportado dafnos sobre diversos tipos de cultivos, tales como: Beta
vulgaris var. cicla (acelga), Beta vulgaris var. conditiva (remolacha), Capsicum sp. (pi-
mientos), Solanum tuberosum (papa), asi como también se han comunicado casos en los
que se han alimentado de Glycine max (soja) y Medicago sativa (alfalfa) (Campos-Sol-
dini y Roig-Juiiet, 2015; Campos-Soldini et al., 2021; Wagner y Campos-Soldini, 2022).
En grandes poblaciones, los adultos destruyen rapidamente las hojas, dejando solo las
nervaduras (Lopes Baldin y Lara, 2002). Dada su importancia, el Sistema Nacional de
Vigilancia y Monitoreo de Plagas (SINAVIMO) destaca esta especie como una importante
plaga en nuestro pais. En Argentina, E. atomaria se distribuye principalmente en las re-
giones del Nordeste y Noroeste Argentino, Cuyo y Region Pampeana, llegando hasta pai-
ses limitrofes como Bolivia, Brasil, Paraguay y Uruguay (Campos Soldini et al., 2021). Su
mayor actividad se da en las estaciones de primavera-verano y durante el dia.

Epicauta atomaria, asi como la mayoria de los insectos que se consideran plagas
agricolas, son controlados mediante la aplicacion de insecticidas sintéticos, especial-
mente organoclorados, piretroides, organofosforados y carbamatos (Goneim, 2013;
Wagner y Campos-Soldini, 2022). Sin embargo, estos productos que ofrecian una solu-
cion a los problemas creados por los insectos plagas han traido otra serie de inconvenien-
tes: intoxicaciones en las personas (Canedo et al., 2011), contaminacion de suelo y agua,
resistencia en los insectos a los insecticidas (Roling y Van de Fliert, 1998), eliminacion
de la poblacion de insectos benéficos (Ringuelet y Vina, 2013), entre otros. Es por ello
que en la actualidad las investigaciones se orientan a disminuir el uso de insecticidas de
sintesis, lo cual se podria lograr mediante la inclusion progresiva de productos naturales
bioactivos que puedan emplearse en el desarrollo de agroquimicos verdes (Murillo Aran-
go y Salazar, 2011). Los compuestos vegetales secundarios acttian como insecticidas por

envenenamiento per se o por la producciéon de moléculas toxicas después de la ingestion.
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Estos compuestos también disuaden o posiblemente repelen la alimentacion de un in-
secto (Lajide et al., 1993; Jeyasankar et al., 2014). Recientemente el estudio de extractos
vegetales y fitoquimicos se ha intensificado debido a la demanda de alimentos organicos
(De Souza et al., 2009).

A pesar de que existen diversos estudios en los que se reportan los efectos repelen-
tes y antialimentarios de las plantas empleadas contra varios tipos de insectos, la mayo-
ria de ellos se basan en los aceites esenciales que estas contienen, no asi en extractos ve-
getales etandlicos. Es por ello que la investigacion esta orientada a determinar la activi-

dad repelente y antialimentaria in vitro de un cribado de extractos vegetales etanolicos.

Materiales y Métodos

Los bioensayos fueron llevados a cabo en el Laboratorio de Entomologia (CICYTTP-CO-
NICET-Gob. Entre Rios-UADER), Diamante-Entre Rios.

Material vegetal: Las plantas utilizadas para los bioensayos fueron colectadas sobre los

caminos vecinales de la ciudad de Diamante y en las huertas visitadas del Departamento
Diamante. Para los ensayos se utiliz6 un total de nueve plantas, solo de Lavandula sp. se
utilizaron de manera separada las flores y hojas (Tabla 1). Para la correcta identificacion
de los ejemplares se conto con la colaboracion de la Ing. Agr. Luciana Zapata de la Agen-
cia Experimental Rural, Diamante (AER-INTA).

Tabla 1: Material vegetal colectado

Nombre cientifico Nombre vulgar Familia
Amaranthus hybridus (L.) Yuyo colorado Amaranthaceae
Artemisia dracunculus (L.) Estragon Asteraceae

Beta vulgaris var. cicla (L.) K. Koch Acelga Amaranthaceae
Dysphania ambrosioides (L.) Mosyakin & Clemants Paico Chenopodiaceae
Lavandula (L.) sp* Lavanda Lamiaceae
Origanum vulgare (L.) Orégano Lamiaceae
Passiflora caerulea (L.) Pasionaria Passifloraceae
Salvia rosmarinus (Spenn) Romero Lamiaceae
Tagetes patula (L.) Copete Asteraceae
Thymus vulgare (L.) Tomillo Lamiaceae

*Especie dividida en flores y hojas
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Obtencién de extractos: Para la obtencién de extractos se sigui6 la metodologia pro-

puesta por Diaz Napal et al., (2015) con algunas modificaciones. El material triturado se
dejo en maceracion durante 48 hs en etanol 96% con agitacion manual periodica. La elec-
cion de este solvente tuvo como objetivo cubrir un gran nimero de compuesto. Posterior-
mente se filtraron los extractos con papel de filtro de 150 mm de diametro grado 3W- 65
gr/mz, y se concentrd a sequedad con evaporador rotativo (SENCO W2-100sp) a 44°Cy
40 RPM, obteniéndose asi los extractos crudos. Los extractos obtenidos fueron conser-

vados en viales de vidrio a 5°C hasta el momento de su utilizacion.

Recoleccion de los insectos: Los adultos de E. atomaria fueron colectados a campo de

manera manual sobre las plantas hospederas Amaranthus hybridus (Amaranthaceae) y
Salpichroa origanifolia (Solanaceae), en la ciudad de Diamante, Entre Rios. Los ejem-
plares colectados fueron llevados al insecterio del CICYTTP-CONICET para ser coloca-
dos en peceras de vidrio debidamente acondicionadas para su preservacion. Estos fueron
alimentados con hojas de A. hybridus, S. origanifolia y Beta vulgaris var. cicla. Se man-
tuvieron bajo condiciones controladas de temperatura (27°C+1°C), humedad relativa
(70+£5%) y un fotoperiodo 16:8 (L./O) hasta el momento de ser utilizados en los bioensa-

yos (Wagner y Campos-Soldini, 2022).

Actividad repelente-atrayente: Para la evaluacion de esta actividad se sigui6 la metodo-

logia propuesta por Viglianco et al. (2008) adaptada a E. atomaria. El efecto repelente-
atrayente se establecié empleando el método de preferencia del area, para lo cual se uti-
lizo6 papel de filtro (15mm grado 3W- 65 g/m?2) recortado primero en cuadrados de 9 cm
y posteriormente dividido en dos mitades iguales. Mediante el uso de micropipeta a una
de las mitades se le aplicaron 4 mL del extracto a evaluar (tratado), a concentraciéon de
10 mg/mL (dosis 0,088 mg/cm?2), mientras que en la otra mitad se aplicaron 4 mL de
etanol 96% (control). Ambas mitades se dejaron secar bajo campana extractora hasta la
evaporacion total del solvente. Posteriormente ambas mitades se unieron con cinta ad-
hesiva, y se colocaron en el interior de cajas de vidrio de 10x10x3,2cm. Seguidamente se
introdujeron tres ejemplares adultos de E. atomaria, sin distinciéon de sexo ni edad.

El analisis de los datos se realizo contabilizando la cantidad de ejemplares de E.
atomaria presentes en cada mitad de papel a diferentes tiempos: 15, 30 y 45 minutos.
Para cada extracto evaluado se realizaron 3 repeticiones a los diferentes tiempos. Con los
datos obtenidos se procedié a formular un Indice de Repelencia IR (%) = (T-C/Tot)*100

(Phillips et al., 1993), donde T es el namero de insectos presentes en la parte tratada, C
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es el nimero de insectos presentes en la parte control, y Tot, es el total de insectos em-
pleados en el ensayo. Los valores positivos indican atraccion y los valores negativos repe-

lencia.

Actividad antialimentaria: Para el cribado de los diferentes extractos vegetales se adopto
un criterio similar al empelado por Jeyasankar et al. (2014). Lo ensayos llevados a cabo
fueron del tipo choice test, utilizando como sustrato discos de hojas frescas de Beta vul-
garis var. cicla recortados con un cortante circular de 3 cm de didmetro. Estos se satura-
ron por inmersion durante 1 minuto tanto en etanol 96% (Control), como en soluciones
de 10 mg/mL de cada extracto (Tratado). Los discos se colocaron sobre rejilla, y se man-
tuvieron aproximadamente 2 hs bajo campana extractora hasta la evaporacion total del
solvente. Para cada extracto a ensayar se realizaron siete repeticiones, y se utilizaron ca-
jas de vidrio de 10x10x3,2 cm previamente rotuladas con el nombre del extracto utilizado
y el tipo disco empleado (Control o Tratado). Para la evaluacién de los resultados se tomd
en cuenta el porcentaje de discos consumidos por los insectos (registrados en porcentajes
de 0 a 100) luego de 24 hs de exposicion. Esta estimacion se realizé visualmente divi-
diendo al disco en cuatro partes imaginarias (Del Corral et al., 2014). Esto fue convertido
en un indice antialimentario mediante la formula: IAI (%)= (C-T)/(C+T)*100, donde: C:
Disco Control (%) y T: Disco Tratado (%). Valores positivos indican que los extractos re-
sultaron antialimentarios, mientras que valores negativos indican que fueron alimenta-

rios (Jeyasankar et al. 2014).

Analisis estadistico: Los datos experimentales se analizaron estadisticamente mediante
Kruskal-Wallis (a p<0,05) seguida de una prueba de Conover para comparaciones post
hoc (Conover, 1999), mediante software estadistico libre Infostat 2008 (Di Rienzo et al.,

2008).

Resultados

De acuerdo con las evaluaciones realizadas, los efectos repelente-atrayente y anti-
alimentario de los extractos vegetales etanolicos frente a E. atomaria se presentan en las

tablas 2y 3.

Técnica Repelente-Atrayente: El potencial de repelencia de nueve extractos etandlicos se

evaluo6 con respecto al tiempo de exposicion. Mediante los resultados obtenidos del ana-

lisis estadistico se pudo determinar que los extractos con mayor efecto repelente fueron:
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T. vulgaris (hojas), A. dracunculus (hojas) y Lavandula sp (flores) con porcentajes de
repelencia del -100% en los tres tiempos evaluados, todos ellos sin diferencias significa-
tivas entre si (Tabla IT). Mientras que los extractos de O. vulgare y T. patula, presentaron
una repelencia del -100% a los 30 minutos del ensayo y una repelencia de tan solo -33%
a los 15 y 45 minutos de evaluacion, sin diferencias significativas con respecto a D. am-
brosioides y Lavandula sp (hojas) en estos tiempos evaluados. Por otro lado, los extrac-
tos etanolico de A. hybridus presentd un 100% de actividad atrayente a los 30 minutos
del ensayo, sin diferencias significativas con respecto a B. vulgaris var. cicla. Mientras
que los extractos de P. caerulea y B. vulgaris var. cicla arrojaron un 100% de actividad
atrayente a los 45 minutos finales de evaluacion, sin diferencias significativas aparentes

con respecto al extracto de A. hybridus.

Tabla 2: Indice de Repelencia (%) de extractos etanélicos a concentracién de
10 mg/mL frente a E. atomaria

15 30 45
Extracto etanélico IR (%) IR (%) IR (%)
(Mediana + E.E) (Mediana + E.E) (Mediana + E.E)

Amaranthus hybridus 33t22b 100 £ 44 ¢ 33+22b
Artemisia dracunculus -100+0a -100+0a -100+0a
Beta vulgaris var. cicla 33+0b 33+22¢ 100+ 22b
Dysphania ambrosioides -33+0ab -33 + 22 abe -33+22ab
Lavandula sp. (F) -100+0a -100+0a -100 £ 0a
Lavandula sp. (H) -33+0ab -33+0abc -33+0ab
Origanum vulgare -33 + 38 ab -100 + 22 ab -33 + 0 ab
Passiflora caerulea 33+22b 33+ 38 be 100 £ 44 b
Tagetes patula -33+ 38 ab -100 + 22 ab -33+0ab
Thymus vulgaris -100+0a -100+0a -100+0a
Salvia rosmarinus s/d s/d s/d
H 19,02 21,49 23,48
p-valor 0,01 0,004 0,001

IR (%)=(T-C/Tot)*100 (Philips et al., 1993)

Valores negativos indican repelencia, valores positivos atraccion

Letras distintas indican diferencias significativas en un mismo tiempo evaluado (p < 0,05)
N=3

Técnica Antialimentaria: a partir de los ensayos antialimentarios y luego de 24 hs de ex-

posicion, se pudo determinar que de los nueve extractos evaluados a concentracion de 10
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mg/mlL, los extractos de T. vulgaris (hojas), Lavandula sp (hojas), Lavandula sp (flo-
res), A. dracunculus (hojas), O. vulgare (hojas), S. rosmarinus (hojas) y T. patula (ho-
jas) presentan el mayor indice antialimentario para E. atomaria, con un IAI (%) del
100%, todos ellos sin diferencias significativas aparentes. Mientras que los extractos de
A. hybridus y P. caerulea arrojaron un indice antialimentario negativo de -41% y -54%
respectivamente, lo cual indica su actividad pro-alimentaria para este coleoptero.

Con respecto al extracto etanolico de D. ambrosioides (hojas), se pudo observar
que éste resultd ser un poderoso disuasivo de la alimentacion para E. atomaria, debido
a que de las siete replicas realizadas en esta técnica, los insectos no se alimentaron ni de
los discos C (control), ni de los discos T (tratados).

Tabla 3: Indice antialimentario (IAI %)
de extractos vegetales etanélicos frente a E. atomaria

Extracto etandlico (Mediana + E.E)
Amaranthus hybridus -41+18 a
Artemisia dracunculus 100t0b
Dysphania ambrosioides * s/d
Lavandula sp. (f) 100+ 0b
Lavandula sp. (h) 100+ 0b
Origanum vulgare 100+ 22b
Passiflora caerulea -54 + 28 a
Rosmarinus officinale 100+12a
Tagetes patula 100+ 3b
Thymus vulgaris 100+t0b
H 26,93
p-valor < 0,0001

IAI: (C-T)/(C+T) x 100 (Jeyasankar et al., 2014)

Medias con una letra comtin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

* Los resultados de los extractos etanoélicos de D. ambrosioides no pudieron ser sometidos a la formula emplea-
da. Esto se debi6 a que los valores de ambos discos (C y T) fueron cero (0) en las siete replicas, con lo cual este
valor anulaba la dicha formula.

N=7

Discusion
A partir del analisis de los datos obtenidos en el presente estudio, se pudo deter-

minar que los extractos etanélicos de T. vulgaris, A. dracunculus y Lavandula sp. pre-

sentaron resultados significativos frente a E. atomaria tanto de repelencia como antiali-
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mentarios.

El analisis fitoquimico de Koskal et al. (2017), indica que los extractos etanolico de
T. vulgaris contienen compuestos como: acido cafeico, acido ferulico, acido siringico,
acido elagico, quercetina, a-tocoferol, acido p-hidroxibenzoico, entre otros. Compuestos
que pudieron haber actuado como repelentes y antialimentarios para E. atomaria. Ade-
mas, estudios han demostrado el efecto repelente y de toxicidad del aceite esencial de
esta misma planta frente a Tribolium castaneumy T. confusum (Ismail, 2018), mientras
que, Adibmoradi et al., (2020) reportaron una reduccion en la eficacia de alimentacion
de las larvas del crisomélido Xanthogaleruca luteola, como asi también se ha informado
que produce una inhibicién de la alimentacion y es disuasivo frente a larvas Rhynchop-
horus ferrugineus (Curculionidae) (Darrag et al., 2021).

Por su parte, el extracto de A. dracunculus también exhibi6 un porcentaje de repe-
lencia y un indice antialimentario de -100 y 100% respectivamente frente a este coleop-
tero plaga. Behbahani et al. (2017) determinaron que los compuestos que mayormente
se hallan en el aceite esencial de esta especie son: p-Allylanisole (84%), Ocimene (E) -
beta (7,46%), Ocimene (Z) -beta (6,24%) y limoneno (1,42%). Mientras que, Rusin et al.,
(2016) encontraron que el extracto acuoso de esta planta fue antialimentario para el es-
carabajo Leptinotarsa decemlineata, y causa una disminucion en el dafio del area foliar
de cereales y pastos, que ocasionan las larvas de Oulema melanopa (Chrysomelidae). La
investigacion de Kordali et al. (2012), informa que el aceite esencial de estragon causa
mortalidad en Sitophilus granarius (Curculionidae).

Asimismo, el extracto de Lavandula sp. también present6 una repelencia y activi-
dad antialimentaria significativa frente a este coledptero. Tanto los extractos de hojas
como de flores fueron antialimentarios para esta especie, sin embargo solo resulto repe-
lente el extracto de flores, con el cual se obtuvo una repelencia de -100% en todos los
tiempos evaluados. Nimet y Baydar (2013) informaron que el aceite esencial de Lavan-
dula sp contiene linalool, acetato de linalilo y alcanfor. El trabajo de Wagner et al. (2021)
informa que el aceite esencial de Lavandula dentata, posee actividad insecticida frente
a Sitophilus zeamais, Tribolium castaneumy E. atomaria en una dosis de 29,6 pl/1 aire.

Es posible que las bioactividades repelentes y antialimentarias de los extractos eta-
nolicos de las plantas evaluadas ante a E. atomaria se deban a compuestos de estos tipos.

El extracto de S. rosmarinus, no fue evaluado en la técnica de repelencia-atraccion;
sin embargo, en la técnica antialimentaria éste tuvo un IAI (%) del 100%. El aceite de S.
rosmarinus esta compuesto principalmente de un 25% de 1,8-cineol, borneol y alcanfor;

éstos podrian haber actuados como antialimentarios para E. atomaria. Se ha demostra-
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do que el aceite esencial de esta misma planta posee efectos antialimentarios para Sitop-
hilus oryzae y Oryzaephilus surinamensis en un 100% (Kiran y Prakash, 2015)

Por su parte, resultaron pro-alimentarios los extractos de A. hybridus (-41%) y P.
caerulea (-54%). En la técnica de repelencia-atraccidon, ambos extractos junto con B. vul-
garis var. cicla resultaron ser atrayentes en todos los tiempos evaluados, sin embargo,
los mayores porcentajes de atraccion fueron a los 45 minutos finales de ensayo, siendo
estos de 33%, 100% y 100% respectivamente. Esto es coincidente con trabajos de Rodri-
gues-Netto y Guilhem (2000), Lopes-Baldin y Lara (2002) y Di iorio (2004) Campos-
Soldini et al. (2021), quienes sefialan que E. atomaria se alimenta de estas plantas.

Los extractos de Dysphania ambrosioides han demostrado repelencia frente a Tri-
bolium castaneum (Tenebrionidae) (Novo et al., 1997), Anticarsia gemmatalis (Lepi-
doptera) (Novo et al., 1998) y Cryptolaemus montrouzieri (Coccinellidae) (Santiago et
al., 2014). En el presente trabajo, durante la evaluacion repelente-atrayente, D. ambrosi-
oides arroj6o un PR (%) de -33%, lo cual comparado con los demaés extractos es conside-
rado un repelente relativamente bajo. Sin embargo, al usar este extracto en la actividad
antialimentaria, éste result6 ser un disuasivo de alimentacion, ya que de las siete réplicas
realizadas, los resultados siempre fueron que E. atomaria no se alimentaba ni del disco
control, ni del tratado. Resultados obtenidos por Su (1991), Novo et al. (1997) y Tavares
y Vendramin (2005), indican que este mismo extracto presento6 actividad insecticida y
repelente en plagas de granos almacenados de diversas familias de coledpteros como:
Anobiidae, Bostrichidae, Bruchidae, Curculionidae y Tenebrionidae, mientras que tuvo
efecto toxico o resulté ser un supresor de la ovoposicién y ovicida para Callosobruchus
maculatus, Sitophilus zeamais y Tribolium castaneum (Denloye et al., 2010).

En conclusion, los extractos de plantas aromaticas como T. vulgaris, A. dracun-
culus y Lavandula sp presentan una significativa actividad repelente y antialimentaria
frente a E. atomaria comparado a los demas extractos ensayados, por lo que estas plan-
tas serian una alternativa eficaz a la hora de prevenir y controlar los ataques de este co-
le6ptero plaga. Por su parte D. ambrosioides, que result6 ser un disuasivo de alimenta-
cion, podrian utilizarse como producto alternativo en el control de esta especie. Los ex-
tractos de A. hybridus y P. caerulea resultaron ser pro-alimentarios para este insecto, y
junto con el extracto de B. vulgaris var. cicla resultaron ser atrayentes, por lo que todos
ellos podrian emplearse en la elaboracidon de sebos atrayentes y ser utilizados como un
método de control alternativo.

Los resultados obtenidos auspician la continuidad de estas investigaciones; en pri-
mer lugar la purificacion y elucidacion de los compuestos presentes en los extractos ve-

getales activos y en segundo lugar la evaluacion in situ a través de ensayos a campo.
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