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RESUMEN

Phyllophaga ravida y P. obsoleta son dos especies rizofagas del complejo “gallina
ciega”, cuyas densidades larvales en las parcelas de agricultura de subsistencia en
Los Altos de Chiapas pueden mermar severamente la cosecha. El objetivo fue
identificar el efecto de los extractos de hojas de Piper auritum (HPA) y raiz de
Barkleyanthus salicifolius (RBS) en la alimentacién de P. ravida y P. obsoleta,
mediante bioensayos de actividad antialimentaria y de proteccion a la raiz. Los
extractos se prepararon bajo el método de infusiones y soxhlet. El bioensayo de
actividad antialimentaria (laboratorio) contemplé dos etapas: a) ensayo de no
preferencia, cuatro discos de zanahoria contenian 20 ul extracto o 20 ul de agua
(testigo externo) una larva de tercer instar (L3) se colocaba al centro, b) ensayo de
preferencia, dos de los discos contenian extracto y dos agua. En el de proteccion a
la raiz se utilizaron plantas de maiz infestadas con larvas de segundo instar regadas
cada 20 dias con extracto por 80 dias. La actividad de HPA y RBS sobre
Phyllophaga no fue insecticida (0 % de mortalidad). En P. ravida hay una actividad
disuasoria (F(11,115y = 1.86 P < 0.05), no antialimentaria (F(11,116y = 1.00 P > 0.45), ni
supresiva (F(11,115y = 1.43 P > 0.17). En P. obsoleta actuan como antialimentarios
(Fa1,117y = 4.14 P < 0.0001) y disuasorios (F11,117) = 2.04 P < 0.03), no como
supresores (F(11,117)= 1.25 P > 0.26). Su ingesta caus6 una desnutricion en las larvas
de P. ravida (TIP F(2,112) = 1.93 P < 0.04) y P. obsoleta (TIP F2,111)= 16.74 P <
0,0001). En los bioensayos de proteccion a la raiz, la rizofagia de P. ravida (raiz
Fe.69) = 1.15 P > 0.3440), P. obsoleta (raizFgg9) = 1.59 P > 0.1691).

Palabras claves: plagas edaficas, insecticidas, insectistaticos, piperamidas vy

piretros.
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l. INTRODUCCION

El complejo “gallina ciega” (Coleoptera: Melolonthidae) es un grupo de larvas de
habitos subterraneos que esta conformado por especies saprofagas, rizofagas
estrictas o rizéfagas facultativas (Deloya, 1993; Morén, 2003; Castro-Ramirez et al.,
2004). Las dos ultimas, por alimentarse de raices de cultivos y mostrar dafio

econdmico en la produccion de la cosecha, se han llegado a considerar como plaga.

El maiz, trigo, frijol, papa, arroz, chile, cafia de azucar, pastos, fresa, zanahoria,
espinaca, betabel, jitomate, haba, cebolla, sorgo, maguey y palma de coco son,
entre otros, cultivos que puede dafiar (Aragon et al., 2003). En la region de Los Altos
de Chiapas su dafio se ha llegado a estimar en pérdidas entre 36 y 42% de la
produccion de maiz producido bajo condiciones de temporal (Castro-Ramirez et al.,

2006).

En busqueda de una solucion, los agricultores de la region han optado por hacer uso
recurrente de productos organosintéticos, que lejos de remediar el problema han
generado otras complicaciones (Hunt et al., 1999). Se han eliminado los enemigos
naturales, provocado resistencia en los insectos, contaminado el ambiente y se ha

incrementado la acidez del suelo (Van Lenteren, 1993).

Como opcion al manejo de la plaga se han buscado alternativas biorracionales y
econdmicas que permitan el manejo sostenible del cultivo en la region. Se han
identificado los ciclos bioldgicos de las especies que conforman el complejo

(Ramirez-Salinas y Castro-Ramirez, 1998; Ramirez-Salinas et al., 1999 y 2000;



Goémez et al., 1999), se ha identificado la respuesta olfativa de hembras y larvas de
melolontidos (Coleoptera) a sustratos de parcelas agricolas y sistemas radicales de
cultivos (Méndez-Aguilar et al., 2008). Como medidas de manejo se realizé la
captura sistematica y masiva de adultos (Cruz et al.,, 1998), promovido la
diversificacion de cultivos (Garcia-Lopez et al., 2006), y la incorporacion de
composta (Castro-Ramirez et al., 2001).

Como parte del control biolégico de la plaga se ha evaluado el uso de hongos
entomopatdégenos nativos (Velazquez-Cruz et al.,, 2006; Velazquez-Lépez et al.,
2006, Polanco, 2008) y no nativos (Flores et al., 2002) de la regién; igualmente, se
ha probado la aplicacion de infusiones de plantas durante el tercer estadio larval

(Velazquez-Cruz et al., 2005).

Aunque la busqueda de compuestos en las plantas como alternativa al uso de
compuestos organosintéticos para el control de plagas del maiz afines al orden
Coleoptera tiene mas de 20 afios en México (Rodriguez-Hernandez et al., 1982;
Lagunes y Rodriguez-Hernandez, 1989; Rodriguez, 1990; Cuevas et al., 1990;
Endersby y Morgan 1991; Cortez y Celaya, 1992; Rodriguez-Hernandez y Lagunes,
1992; Rodriguez-Hernandez et al., 1992; Araya, 1993; Luna et al., 1995; Ortega y
Rodriguez-Hernandez, 1998; Dominguez y Correa, 2005; Rodriguez-Hernandez y
Vendramim, 1998), son pocos los estudios realizados para el control especifico de
“gallina ciega” (Coleoptera: Melolonthidae) (Aragén y Caselin, 1995; Aragén et al.,

2003; Velazquez-Cruz et al., 2005; Torres-Alvarez et al., 2006).



Los extractos, polvos e infusiones de plantas han mostrado ser eficientes en el
control de mas de una plaga. Esto ha motivado a una nueva era en la concepcién
del manejo integral de plagas, donde se promueve la generacidn de insecticidas
ecoldgicos, organicos y sostenibles que eviten o retarden la aparicion de resistencia

en los insectos (Gliessman, 2005).

Los insecticidas generados a partir de plantas fundamentan su mecanismo de accion
en los diferentes elementos de respuesta que las plantas han desarrollado como
parte de su coevolucidon con los insectos y cuya informacion ha quedado

almacenada en su fitoquimica' (Espinosa-Garcia y Delgado, 1998).

Los compuestos quimicos que una planta desarrolla dependen de las condiciones
ecogeograficas' bajo las cuales crece (Schumutter, 1990). Durante afios se ha
tratado de escrudifiar si la composicion quimica de un extracto o polvo vegetal
potencialmente insecticida puede verse alterada por las condiciones de

almacenamiento y tamano de las particulas que se utilizan (Ermel et al., 1986).

El avance mas notable a esta interrogante ha sido la formulacién y establecimiento
de criterios para la busqueda de compuestos de plantas con actividad biolégica.
Lagunes y Rodriguez-Hernandez (1990) mencionan cinco pasos a seguir en la
exploracion del potencial insecticida de una planta: 1) estudiar la toxicidad de las
estructuras de la planta, 2) conocer la dinamica de la concentracion y la forma de
acciéon de los principios activos, 3) probar el tamafio de la particula mas apropiada,

4) evaluar los solventes mas adecuados que ayuden a la conservacion y, 5) la



liberacion paulatina de los principios activos asi como su persistencia en el

ambiente.

En los ultimos anos del desarrollo en la fitoquimica enfocada a la generacién de
insecticidas, se ha visto que no necesariamente los compuestos de las plantas
deben de tener un efecto letal (insecticida) en los insectos, sino que puede modificar
el ciclo bioldgico (inhibidores de crecimiento), comportamiento o patrones de
alimentacion (antiapetitivo, efecto disuasivo). Cuando esto ocurre se dice que los
compuestos tienen un efecto insectistatico (Rodriguez-Hernandez y Lépez-Pérez,

2001).

Estas propiedades de las plantas han sido aprovechadas desde hace tiempo para el
control de plagas (Bruneton, 2001). Se tienen antecedentes de su aprovechamiento
en la agricultura de subsistencia de Los Altos de Chiapas desde hace mas de medio
siglo (Miranda, 1952; Lépez-Pérez y Rodriguez-Hernandez, 1999; Truijillo-Vasquez y
Garcia-Barrios, 2000). En la region se reportan alrededor de 1600 plantas
medicinales con diferentes usos (Berlin, 1996), dentro de ellas estan Piper auritum
(mumun, mumo, hierba santa) y Barkleyanthus salicifolius (chilca). Estas plantas en
Amatenango del Valle, Teopisca y Villa Las Rosas son utilizadas en forma de polvos
para la proteccion de granos almacenados (Lépez-Pérez y Rodriguez-Hernandez,

1999).

Como parte de la busqueda de principios activos de las plantas en México, Lagunes
y Rodriguez-Hernandez (1992) exploraron las propiedades fitoquimicas de estas dos

plantas sobre los 6rdenes Coleoptera y Lepidoptera. Encontraron que las hojas de P.



auritum muestran poca actividad insecticida sobre el género Zabrotes, mientras que

la raiz de B. salicifolius revela efectividad de media a alta en el género.

El polvo de la raiz de B. salicifolius ha demostrado proteger a los granos de frijol
(bayo bolita, bayo larguito, pazco, negro) del gorgojo (Zabrotes subfasciatus) hasta
por 30 dias después de su infestacion, mostrando mayor efectividad durante la
oviposicion (Rodriguez-Hernandez y Lopez-Pérez, 2001). Resulté efectiva como
nematicida (Helycotylenchus sp, Meloidogyne sp, Pratylenchus sp, Rotylenchus sp,
Tylenchorhynchus sp) al intercalarse con los cultivos (ljani et al., 2000; Reynolds et
al., 2000). La fitoquimica de la planta la constituyen piretros, lignanos y compuestos

azufrados (Merritt y Rey, 1992).

Parmar et al. (1997), mediante una recopilacion bibliografica de 1907 a 1996,
reportaron mas de 600 compuestos en la familia Piperacea y la actividad bioldgica
de algunos de ellos sobre insectos. La fitoquimica de Piper auritum la forman
piperamidas, monoterpenos, sesquiterpenos y arilo-propanoides (Davyson et al.,
2001) que, en conjunto, confieren una toxicidad aguda y propiedades
“‘entorpecedoras” a los extractos. Se ha utilizado contra Spodoptera litura,

Biomphalaria glabrata, Musca domestica y Aedes aegypiti.

La actividad de P. auritum y B. salicifolius altera las funciones normales de los
insectos, incapacitandolos para el desarrollo de funciones esenciales como la
movilidad y la alimentacion (Merritt y Rey, 1992; Regnault-Roger et al., 2004; Parmar
et al., 1997). Piperamidas (Piperaceae) y piretros (Asteraceae) intervienen en la

cadena respiratoria de la célula, alterando el sistema de produccion de energia en el



insecto, el cual como respuesta disminuye sus actividades a las esenciales para

vivir.

Sobre la ecologia y comportamiento de las larvas del complejo “gallina ciega”
(Coleoptera: Melolonthidae) se conoce poco. Se sabe que las larvas presentan su
mayor movilidad y requerimiento energético durante el segundo y tercer instar
(Ramirez-Salinas y Castro-Ramirez, 1998; Ramirez-Salinas et al., 1999). Se ha
documentado que los monocultivos de maiz y sorgo resultaron con oviposiciones
significativamente mayores que los cultivos con frijol (Phaseolus vulgaris), soya
(Glicine max) y girasol (Helianthus annus) (Rodriguez del Bosque, 1984); sin
embargo, las larvas consumen el tomatillo verde o miltomate (Physalis philadelphica)
con mayor preferencia que las raices de tomate (Solanum lycopersicum) y frijol

(Garcia-Lopez et al., 2006).

No obstante, estudios en las larvas de coledpteros Diabrotica virgifera y Costelytra
zealandica han evidenciado que responden a estimulos quimicos que las plantas
expiden a través de las raices como volatiles o metabolitos secundarios (Dethier et

al., 1956).

Probar si los extractos acuosos de la raiz de B. salicifolius y de hojas de P. auritum
son efectivos para el control de la “gallina ciega” al alterar la percepcion de las larvas
cuando estan en contacto con el extracto o son ingeridos, representa la generacion

de una alternativa que viene a ser complementaria en el manejo integrado de la

plaga.



Para probar la efectividad de los extractos se seleccionaron los segundos y terceros
estadios larvales de Phyllophaga ravida, especie rizéfaga estricta (Méndez-Aguilar et
al., 2003) y de P. obsoleta, rizéfaga facultativa (Castro-Ramirez et al., 2006). Se
evaluo la respuesta de proteccion de los extractos contra la rizofagia de las larvas en
condiciones de invernadero, mediante la infestacion de plantas de maiz con un mes
de crecimiento. Asimismo, a través de pruebas de preferencia de la alimentacion en
el laboratorio se observd el efecto de los extractos sobre los patrones de

alimentacioén en larvas de tercer instar.



II. OBJETIVOS

Identificar la actividad insecticida e insectistatica de los extractos acuosos de la raiz
de Barkleyanthus salicifolius y hojas de Piper auritum en las larvas rizéfagas de
tercer instar (L3) de Phyllophaga ravida y P. obsoleta (Coleoptera: Melolonthidae),

mediante ensayos de actividad antialimentaria.

Estimar bajo condiciones de invernadero si la aplicacion de los extractos de B.
salicifolius y P. auritum sobre plantas de maiz (Zea mays) infestadas con larvas de
segundos y tercer estadio, disuaden a las larvas de alimentarse normalmente de las

raices en bioensayos de proteccion a la raiz.

. HIPOTESIS

La concentracién relativamente alta de piperamidas en P. auritum y piretrinas en B.
salicifolius, las hacen téxicas a diversos insectos (Regnault-Roger et al., 2004).
Estos compuestos dificultan la alimentacién y el movimiento de insectos (Weinzerl,
1998); por lo que se espera que el contacto o ingesta de los extractos de hojas de
Piper auritum y raiz de Barkleyanthus salicifolius disminuiran la capacidad de las
larvas de Phyllophaga ravida y P. obsoleta para alimentarse en los bioensayos. Su
efecto en los patrones de alimentacién puede ser de disuasion, repelencia o
supresion. Esta alteracion en las larvas se manifestara en un menor consumo de
alimento (discos de zanahoria tratados con extracto, o raices con extracto) en las

opciones donde se encuentre el extracto presente. En el bioensayo de actividad



antialimentaria las larvas comeran menos de los discos de zanahoria tratados con
extracto, comparados con los que no tienen o no estan en contacto con discos con
extracto. En el experimento de proteccion de la raiz habra un mayor desarrollo
radical en las plantas que sean protegidas con los extractos que en las plantas

testigo (sin extractos).



IV. ANTECEDENTES

El presente capitulo narra la importancia del cultivo de maiz como medio de
subsistencia en México y el impacto que tienen para su produccion las diferentes
plagas que los infestan. Se hace énfasis en el complejo “gallina ciega” por ocasionar
pérdidas cercanas al 50% de la cosecha en zonas de alta marginacion en Los Altos

de Chiapas (Castro-Ramirez, 2004).

Del complejo se citan biologia, composicién, ecologia y comportamiento en la region,
particularizando en el estado larval de Phyllophaga ravida y P. obsoleta; especies

rizéfagas estrictas.

Se refieren los trabajos que se han realizado para el control del complejo y se
especifican aquellos en los que se han utilizado como medio de control extractos,
infusiones y/o polvos de plantas. Se describe la fenologia, ecologia y fitoquimica de
Barkleyanthus salicifolius y Piper auritum; plantas de las cuales se elaboraron los

extractos probados con las larvas de ambas especies.

4.1. El maiz como cultivo y sus principales plagas.

En México dos terceras partes de los productores en el sector agricola estan
relacionados con la produccion de maiz (Zea mays), se estima que de 15 a 18
millones de personas depende de la produccion de grano como medio de
subsistencia (Nadal, 2001). Su cultivo en mas del 62% de las tierras cultivables del

pais, bajo un gran espectro de ambientes y nichos ecoldgicos, han desencadenado
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diferentes procesos evolutivos en la especie, hoy su diversidad se contabiliza en 41

razas y 3,532 variedades (Lépez-Losano, 2003).

En Chiapas se cultivan alrededor del 10% de las variedades del pais. El maiz
comiteco es una de las variedades que mantiene mayores areas de cultivo dentro
del estado; su basta distribucién se asocia a la longitud de mas de 30 cm que puede
alcanzar la mazorca y al proceso expansivo de la etnia tzeltal en la cual forma parte

de los alimentos basicos (Perales, 2009).

El arreglo espacial del cultivo y las asociaciones (policultivos) en las que se puede
encontrar es variable; en su forma simplificada (monocultivo) contribuye a la pérdida
de la fertilidad de los suelos por dejar unidades de tierra desprovistos de cobertura
vegetal. Los monocultivos son mas susceptibles a las plagas por la simplicidad

estructural que presentan (Altieri, 1989; Nicholls y Altieri, 2002).

En México la produccion de maiz se ve afectada durante su proceso de obtencion en
el campo o en su almacenamiento por insectos (Arthropoda: Insecta), nematodos
(Pratylenchus brachyurus Godfrey, 1929, P. scribneri Godfrey, 1929, P. hexincisus
Taylor y Jenkins, 1957, P. zeae Graham, 1951, P. thornei Sher y Allen, 1953), aves
(Aratinga pertinax Meyer Schauensee,1950, Molothrus bonariensis Gmelin, 1789) y
ratas (Sigmodon alstoni Thomas, 1881, Sigmodon sp) (Ortega y Rodriguez-
Hernandez, 1998; Clavijo y Pérez, 2000).

Mas de 47 especies de artrépodos infestan al maiz en algunas de sus etapas de
produccion(Araya, 1993), entre las que estan el acaro rojo (Aracnida:
Tetranychidae; Oligonychus zeae Banks,1912), mirido del maiz (Hemiptera: Miridae;
Collaria oleosa Distant, 1883); salta hojas del maiz (Homoptera: Delphacidae;
Dalbulus maidis Delong y Wolcott, 1923); &fido verde del maiz (Homoptera:

Aphididae; Rhopalosiphum maidis Fitch, 1856), gusano cogollero (Lepidoptera:

11



Noctuidae; Spodoptera frugiperda Smith), pelador de los pastos (Lepidoptera:
Noctuidae; Mocis latipes Guenée, 1852), gusano del jilote (Lepidoptera: Noctuidae;
Helicoverpa zea Boddie, 1850), taladrador del tallo (Lepidoptera: Pyralidae;
Zeadiatraea lineolata WIk, 1970), taladrador menor del tallo (Lepidoptera: Pyralidae;
Elasmopalpus lignosellus Zeller, 1948), ronron rinoceronte (Coleoptera:
Scarabeidae; Podischnus agenor Olivier, 1789), gorgojo (Coleoptera: Bruchidae;
Zabrotes subfasciatus Bohemann, 1833), gorgojo del grano (Coleoptera: Cucujidae;
Oryzaephilus surinamensis Lineo, 1978), gorgojo negro del maiz (Coleoptera:
Curculionidae; Sitophilus zeamais Motschulaky, 1855), gorgojo del grano
(Coleoptera: Bostrichidae; Dinoderus minutus Fabricius,1775), gorgojo del grano
(Coleoptera: Bostrichidae; Rhizopertha dominica Fabricius,1775) y la gallina ciega

(Coleoptera: Melolonthidae).

4.2. “Gallina ciega” (Coleoptera: Melolonthidae).

En México el nombre de “gallina ciega” se utiliza para describir a la etapa larval o

inmadura de los escarabajos”. Agrondmicamente el complejo esta formado por un

“on

grupo de larvas en forma de “c” que vive en el suelo, son de color blanco-cremoso y
tienen cabeza café-amarillenta. En Los Altos este grupo es conocido en tzeltal y chol
como k’olom, en tzotzil k'onom y k’olomchan en tojolabal (Castro-Ramirez et al.,

2004).

El complejo se compone por larvas de distintos géneros de la familia Melolonthidae,

su estructura varia entre periodo anual, localidad y cultivo (Najera-Rincén, 1993;

Morédn et al., 1997). Su presencia en las parcelas se asocia a la tolerancia o siembra
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de plantas hospederas de adultos, a la combinacidn de practicas agricolas, como la
quema del rastrojo y la eliminacién de arvenses y a las caracteristicas edaficas
particulares. Cuando existe mas de uno de estos factores en las parcelas, las
densidades larvales se pueden ver beneficiadas y el dafo a los cultivos aumentar

(Castro-Ramirez et al., 1998).

En Los Altos de Chiapas el complejo esta formado por 16 especies registradas en el
cultivo de maiz, el cual es producido mayormente bajo condiciones de temporal
(Castro-Ramirez y Silva, 2002). Para la region, el perjuicio que causa la plaga a las
raices del cultivo se han llegado a estimar en pérdidas entre 36 y 42% de la

produccion (Castro-Ramirez et al., 2006).

El umbral econémico de dafio lo determinan las densidades entre especies rizofagas
estrictas, rizofagas facultativas y saprofagas; densidades mayores a 3.33 larvas/m?
son significativas cuando estan bien representadas especies rizéfagas de
Phyllophaga, mientras que son inocuas cuando la forman larvas de los géneros
Hoplia, Diplotaxis, Macrodactylus y Anomala (saprofagas) (Aragon et al., 2003). En
Los Altos de Chiapas, durante el ciclo agricola de 1997, se encontraron densidades
de P. obsoleta de 37.26 larvas/m? (Gémez et al., 1999) y de P. ravida de 12.29

larvas/m? (Méndez-Aguilar et al., 2003).

4.2.1. Biologia

Las especies tropicales y subtropicales de los coledpteros pueden tener ciclos de

vida anual o bianuales, ser univoltinos o bivoltinos (con una generacién o dos
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generaciones en un afo) y hemimetabolos u holometabolos (metamorfosis
incompleta o completa) (Rodriguez del Bosque, 1996). Las especies del complejo
“gallina ciega” (Coleoptera: Melolonthidae) en la regidén Altos son holometabolas y
tienen ciclo de vida anual dividido en cuatro fases: huevo, larva, pupa y adulto, las
tres primeras las viven en el suelo y la ultima enterrados en el dia y volando o sobre

plantas hospederas en las noches (Ramirez-Salinas y Castro-Ramirez, 2000).

Los huevos son depositados en el suelo a finales de la primavera y principios de
verano, eclosionan de 10 a 14 dias después de la postura (Morén, 2003). EI nimero
y tamafo de huevos que ponen los miembros del complejo en la regién es variable,
especies pertenecientes al género Phyllophaga ponen de 3 a 14 huevos por hembra,
entre los meses de mayo a junio (Ramirez-Salinas y Castro-Ramirez, 2000;
Vazquez-Lépez, 2008). Los huevos son de color blanco aperlado con tamafio de 2 a

3.1 mm (Ramirez-Salinas y Castro-Ramirez, 1997 y 2000; Vazquez-Lépez Op cit).
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El estado larval se divide en tres estadios. El primero (L1) dura de 20 a 60 dias,
durante él las larvas miden en promedio de 1 a 1.5 cm de longitud, se alimentan de
materia organica y de raices pequenas (Mordén, 1986; Ramirez-Salinas et al., 1999;

Ramirez-Salinas y Castro-Ramirez, 2000, Vazquez-Lépez, 2008).

El segundo estadio (L2) dura de 30 a 60 dias y miden de 2 a 2.5 cm. En esta etapa
la larva incrementa sus necesidades alimentarias para aumentar de 5 a 7 veces su
biomasa y el dafio a las raices de las plantas comienza a notarse. El tercer estadio
(L3) es la fase mas extensa y voraz del complejo, ya que puede durar de 4 a 8
meses en las zonas tropicales y de 7 a 14 meses en zonas templadas. Las larvas L3
miden de 2.7 a 3.7 cm; y es en esta etapa donde pueden consumir la totalidad de las

raices de una planta (Ramirez-Salinas y Castro-Ramirez, 2000).

A mitad de otofio y principios de invierno las larvas L3 se inactivan, se protegen de
las bajas temperaturas y la falta de humedad del sustrato enterrdndose en celdas en
las que después pupan. Esta etapa dura de 30 a 45 dias. Después de este tiempo
se forma el imago, el cual permanece dentro de la celda en tanto madura el aparato
reproductor y se incrementan la humedad y temperatura del sustrato para facilitarle

comenzar sus actividades al exterior como adulto (Morén, 1986).

La emergencia de los adultos en la region de Los Altos de Chiapas ocurre, entre los
meses de abril y junio. En esta etapa pueden permanecer, en promedio entre 8 y 30
dias (Morén, 1986; Ramirez-Salinas y Castro-Ramirez, 2000; Vazquez-Lépez,

2008).
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4.2.2. Ecologia y comportamiento

La actividad de los adultos en la familia Melolonthidae comienza junto con el inicio
de las lluvias, en el campo de la region de Los Altos de Chiapas se han registrado
movimientos de 18:40 a 23:00 horas (Ramirez-Salinas y Castro-Ramirez, 2000;
Gbémez et al.,, 1999 y 2000), cuando llueve en ese horario las actividades se

suspenden, renovandose hasta el otro dia (Ramirez-Salinas et al., 1999).

Durante el vuelo, los adultos de las distintas especies buscan los hospederos para
alimentarse o copular, algunos de ellos sobrevuelan lamparas u otros objetos
luminosos como respuesta a su fototactismo (Castro-Ramirez et al., 2001; Méndez-
Aguilar et al., 2005). Arboles como el aile (Alnus acuminata), fresno (Quercus
laurina), chiquinib (Quercus crispipilis) y roble (Q. rugosa) y cultivos como el durazno
(Prunus persica) y frijol bétil (Phaseolus coccineus) son los principales hospederos
(Cruz et al., 1998; Gémez et al., 2000; Pacheco-Flores et al., 2002; Castro-Ramirez

et al., 2004).

Los habitos subterraneos del estado larval de la familia Melolonthidae han hecho
que se conozca poco sobre su taxonomia, biologia y comportamiento. En general, el
complejo “gallina ciega” se clasifica como plaga agricola por tener dentro de sus
miembros larvas que se alimentan exclusivamente de raices (rizéfagas estrictas) de

cultivos.
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Se han registrado al menos 57 tipos de cultivos (destacan de las familias Poaceae,
Rosaceae y Fabaceae) en el que las larvas pueden ocasionar dafnos; maiz, trigo,
frijol, papa, arroz, chile, cafia de azucar, pastos, fresa, zanahoria, espinaca, betabel,
jitomate, haba, cebolla, sorgo, maguey y palma de coco (Mordn, 1999; Aragon et al.,

2003).

Hoy se conoce que, como parte de la estrategia que la comunidad de Melolontidos
guarda para su supervivencia, algunos miembros pueden modificar sus habitos
alimenticios, por ejemplo, pueden pasar de la rizofagia al saprofitismo. Esta
capacidad se pierde cuando cambia la composicion del suelo o se presentan
cambios radicales en la dinamica de las comunidades, como el reemplazo o
sustitucién de miembros prioritarios (consumidores primarios y descomponedores),

ya que se omiten niveles dentro de la cadena tréfica (Mordn, 1988).

Con estas perturbaciones intensas, se acentua la proliferacion de miembros con
actividad rizoéfaga y es cuando el dafio a los cultivos se hace evidente y se considera
un problema. El consumo severo de raices por las larvas dentro de las parcelas
agricolas se observa en forma de “manchones” irregulares, los cuales pueden
deberse al habito de las hembras de ovipositar grupos de numerosos huevos en
areas pequefias. Las larvas L2 comienzan a afectar al sistema radical,
desplazandose del centro de la planta hacia la periferia cuando son larvas L3 y

tienen una mayor movilidad (Morén, 1986; Rodriguez del Bosque, 1993).

Su desplazamiento vertical y la poca capacidad de las larvas para desplazarse

horizontalmente explican las altas densidades que puede llegarse a encontrar en un
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metro (Mordn, 1986). En Los Altos de Chiapas se ha registrado una densidad de
Phyllophaga obsoleta de 37.3 larvas/m? (Gémez et al., 2000) y de P. ravida de12.3

larvas/m? (Méndez-Aguilar et al., 2003).

No se conocen con exactitud los factores que intervienen para las hembras ubiquen
los sitios de oviposicion dentro de las parcelas, se piensa que puede estar
relacionada con la presencia y distancia a los hospederos, a la presencia de un
porcentaje mayor de materia organica, o de “zacate” (Mordn, 1986), mayor
humedad, proteccion de insolacion, etc. (Rodriguez del Bosque, 1988; Ramirez-

Salinas y Castro-Ramirez, 2000).

4.3. Descripcién y antecedentes de los estadios larvales de Phyllophaga.

Se tiene una descripciéon completa sobre la morfologia de los inmaduros de las dos
especies aqui utilizadas, Phyllophaga ravida y P. obsoleta (Ramirez-Salinas y
Castro-Ramirez, 1998). A continuacion se describe la informacion existente sobre el

comportamiento de las dos especies durante su estadio larval.

Durante los afios 60, investigaciones sobre el género Phyllophaga relacionaban las
mayores tasas de oviposicion, supervivencia larval y agregaciéon a los suelos
ligeramente acidos y no alcalinos (Shorey et al., 1960). Méndez-Aguilar et al. (2003)
encontré que estas caracteristicas no se cumplen para la region de Los Altos, donde
las especies de Phyllophaga no mostraron correlacion con el pH, textura o el color
en el suelo, sélo una ligera relacion, no significativa, con el alto contenido de materia

organica.
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La distribucion agregada, capacidad de dispersion, mortalidad y canibalismo en el
estadio larval son factores diferenciales para las especies de Phyllophaga y
obedecen a mas de una circunstancia dentro de las parcelas (i. e. P. crinita
muestra una mayor agregacion en los dos primeros estadios larvales y disminuye
hacia el tercero). Estas caracteristicas no se conocen con exactitud para P. ravida y
P. obsoleta, se sabe que al igual que otras especies de Phyllophaga tienen su mayor

capacidad de desplazamiento y voracidad en el tercer estadio (L3).

Antes se tenia la percepcion de que la “gallina ciega”, y en especifico Phyllophaga,
solo se alimentaban de raices de cultivos, hoy se conoce que pueden ingerir una
gran variedad de arvenses (Ledn-Chanona et al., 1997) con la misma intensidad con
la que consumen los cultivos. Como ocurre con las especies de Phyllophaga en la
region de Los Altos, donde la ingesta de las raices de Salvia sp se compara con el

consumo de las raices del maiz (Ramirez-Salinas y Castro-Ramirez, 2000).

4.3.1 Phyllophaga (Phyllophaga) ravida (Blanchard, 1850).

Esta especie se encuentra en al menos ocho localidades de Los Altos de Chiapas:
Aguacatenango, Amatenango del Valle, El Madronal, Piedra Escrita, San Cristobal,
Teopisca, Yaluma y San Francisco (Castro-Ramirez et al., 2004). Es considerada
plaga agricola de importancia debido a la capacidad de los adultos de distribuirse en
todos los tipos de vegetacion, originales o derivados, ubicados entre los 150 y 2,100

m s.n.m. y a la tendencia del estadio larval de mantener altas densidades en los
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agrosistemas derivados de los cambios de vegetacion (Morén 1986; Mordn et al.,

1997).

Es una larva moderadamente robusta, de cuerpo color blanco hialino y cabeza café
amarillenta, el tercer estadio es de 2.7 a 3.6 cm de longitud. Su principal
caracteristica es la forma de “Y” de la palidia (Ramirez-Salinas et al., 2000). Se
encuentran preferentemente en los pastizales y parcelas agricolas (Castro-Ramirez

et al., 2004).

Durante esta etapa causa danos de intensidad variable en al menos 18 de los mas
de 100 cultivos que se siembran en México (Morén, 2003), se le ha encontrado
alimentandose de raices (rizéfaga estricta) de maiz (Zea mays), arroz (Oryza sativa),
trigo (Triticum vulgare), pastos (Cynodon sp, Bouteloua sp, Poa sp, Hilaria sp,
Bromus sp) y cafa de azucar (Saccharum sp) (Mordn, 1986). En el cultivo de maiz
se ha registrado dafio del 94% de las raices, independiente del contenido de materia

organica del suelo (Castro-Ramirez et al., 1999).

4.3.2. Phyllophaga (Phytalus) obsoleta (Blanchard, 1850).

Se encuentra presente en 19 localidades de Los Altos de Chiapas; Aguacatenango,

Amatenango del Valle, Balun Canal, Bochil, EI Madronal, Juznajab, Majosik, Navil,

Oxchuc, Pacvilna, Piedra Escrita, Las Piedrecitas, San Cristobal, Tenejapa,

Teopisca, Tzunum, Winikton, Yaluma y San Francisco (Castro-Ramirez et al., 2004).
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Es una de las “gallinas ciegas” con mayor distribucién en el territorio mexicano, se
encuentra en casi todos los tipos de vegetacion natural e inducidos ubicados entre
800 y 2,500 m s.n.m. (Morén et al.,, 1997). Se alimenta estrictamente de raices,
consume cultivos como el maiz (Zea mays), arroz (Oryza sativa) y pastos (Poaceae)
por lo que es considerada una especie plaga (Morén, 1986). Se ha visto que puede
llegar a causar menor dafio en parcelas donde abunda la materia organica (Castro-

Ramirez, 2004).

Las larvas son de color blanco cremoso, con la cabeza café amarillenta. El tercer
estadio mide en promedio 3.11 cm, entre un intervalo de 2.5 a 3.6 cm (Ramirez-

Salinas et al., 2000).

4.4. Actividad bioldgica de plantas en el control de insectos.

Durante el curso evolutivo las plantas han desarrollado diferentes mecanismos de
respuesta hacia el ataque de insectos. Plantas, insectos y enemigos naturales han
interaccionado desde hace mas de 400 millones de afios, generado una seleccion
reciproca entre los tres niveles, lo que ha provocado diferentes formas de interaccién
(Rodriguez-Hernandez, 2004).

El ataque de un insecto fit6fago selecciona nuevas defensas en la planta, a las
cuales el insecto debe adaptarse para seguir subsistiendo. La presién continua entre
ellos por varios ciclos ocasiona una relacion especifica, hasta alcanzar una
diferenciacién de sus congéneres para llegar a la primera fase de la coevolucion

(Altieri, 1993).
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En este proceso, los insectos desarrollan mecanismos de desintoxicacidn para
neutralizar los compuestos secundarios que han actuado como una barrera para la
alimentacion, propiciando una modificacion quimica del téxico a un conjugado
inocuo, o generando mecanismos para su almacenamiento en tejidos especiales

(Altieri, Op. cit; Rodriguez-Hernandez, Op. cit).

Su efectividad como repelente, productos antialimentarios, compuestos que alteran
el ciclo biolégico y demas acciones téxicas, basan su accién en los compuestos que
se han formado como resultado de la evolucidon de su metabolismo secundario
(Rodriguez-Hernandez, Op. cit).

Estas propiedades de las plantas han sido utilizadas a lo largo del desarrollo de la
historia humana. A inicios del siglo XIX, extractos y polvos de plantas se utilizaban
para el control de plagas como alternativa al uso de productos quimicos. Durante el
siglo XX se perdié un poco su uso, con la aparicion de los insecticidas clorados y
fosforados, que por su efectividad pronta denotaron un “boom” en la agricultura. La
poca persistencia del efecto de estos productos organofosforados hacen retornar
nuevamente al uso de los productos de origen vegetal, dando paso a toda una

generacion de insecticidas botanicos (Regnault-Roger et al., 2004).

La primera generacion de insecticidas vegetales incluyd la produccion de extractos y
compuestos derivados de plantas, como piretro, rotenona y nicotina. En la segunda
generacion se tomaron de base algunos de estos compuestos para elaborar
productos sintetizados quimicamente, como es el caso de los piretroides sintéticos,
generados a partir de la piretrina obtenida de Chrysanthemum cinerariaefolium

(Casida y Quistad, 1998; Dhadialla et al., 1998).
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Bajo esta misma corriente aparecen los insecticidas de tercera generacion que, a
diferencia de los insecticidas quimicos, no provocan directamente la muerte del
insecto, su fin es evitar el dafo al cultivo. En esta categoria se incluyen a los
reguladores del desarrollo, como los juvenoides (fenoxycarb), los inhibidores de
muda (benzoil-fenil urea) y los antagonistas de la ecdisona (tebufenocida) (Dhadialla

et al., Op. cit).

Adicionados a ellos, estan aquellos productos que sirven para la proteccién de los
cultivos, como los de actividad antialimentaria; quienes por permitir una mayor
permanecia y un menor dafo al cultivo, retardando o inhibiendo la alimentacion en el
insecto y hacer al sustrato inapetecible, son altamente utilizados en la agricultura
organica (Rodriguez-Hernandez, 2000).

La ingesta de estos compuestos en general causa desorientacion y estrés en los
insectos, al actuar sobre los receptores sensitivos que utilizan para la busqueda de
su alimento. Esta condicién les provoca un estado de desnutricion y los hace mas
susceptibles a la depredacion, parasitismo y enfermedades (Leos y Salazar, 1990;
Rodriguez-Hernandez, 2000).

En México el uso de las plantas para el control del insectos tiene registros muy
antiguos. Plantas como la “hierba de la cucaracha” (Haplophyton cimicidum) eran
utilizadas contra la “mosca doméstica” (Diptera: Muscidae, Musca domestica
Linneo,1758), “gusano de la naranja” (Diptera: Scandinaviae, Trypeta ludeas Loew,
1873) y el “picudo del algodonero” (Coleoptera: Curculionidae, Anthonomus grandis
Boheman, 1843). La raiz del “chichicamole” (Microsechium helleri) se empled contra
la “cochinilla de la humedad” (Hemiptera: Dactylopiidae, Dactylopius coccus Costa,

1835), “babosa” (Stylommatophora, Deroceras reticulatum Mdaller 1774), “caracol”
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(Pulmonata), “gallina ciega” (Ceoleoptera: Melolonthidae) y “cucaracha” (Blattodea)

(Rodriguez-Hernandez, 2004).

En el pais, el tratamiento de las plagas de maiz en las diferentes etapas de
produccion del cultivo con productos de origen vegetal data de muchos afos. En la
Sierra Norte de Puebla se ha utilizado por generaciones la semilla de “rama tinaja”
(Trichilia havanensis) para proteger a los granos contra los coledpteros durante su
germinacioén (Lépez-Olguin, 1998).

Otras plantas que han sido probadas en el centro, occidente y sureste del pais, son
el tabaco (Nicotiana tabacum) y el nim (Azadirachta indica). Este ultimo se ha
comprobado que como extracto es poco téxico y tiene un efecto insectistatico
(antialimentario), pero cuando del extracto se separan sus compuestos activos
(azadiractina y el meliantrol), sus propiedades se pierden y puede llegar a
comportarse como un compuesto quimico, generando resistencia en el insecto
(Rodriguez-Hernandez, 2000). Se ha utilizado contra el “mosquito” (Diptera:
Culicidae, Anopheles sp), “gorgojo” (Coleoptera: Bruchidae, zabrotes sp), “palomilla
del maiz” (Lepidoptera: Noctuidae, Spodoptera frugiperda Smith), &acaros
(Tetranychus urticae Koch, 1836 y Panonychus citri McGregor, 1916) y nematodos

(Meloidogyne incognita Kofoid & White, 1919).

Los extractos del tabaco tienen un comportamiento similar, la nicotina como
compuesto puro puede llegar a ocasionar una temprana resitencia en el insecto
cuando es aplicada en proporciones no dosificadas. Se ha empleado en el control de

los “barrenadores del tallo” (Lepidoptera), “chinches” (Hemiptera), “gallina ciega”
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(Coleoptera), “gorgojos” (Coleoptera) y “pulgones” (Homoptera) (Bentz y Neal,

1995).

Muchas veces la combinacién de los compuestos en los extractos de plantas son
mas efectivos como mezclas que como compuestos puros, debido a que entre las
substancias que lo conforman hay algunas que sin tener efecto por si solas
potencian su accion y le confieren la capacidad de actuar en mas de un sitio de

accion (Regnault-Roger et al., 2004).

4.4.1. Actividad insecticida e insectistatica de extractos vegetales

La efectividad de extractos, infusiones y polvos de plantas en el control de los
insectos se basan en la gran cantidad de compuestos secundarios que las plantas
resguardan en sus componentes estructurales. Estos metabolitos son Unicos en
cada especie y su produccion y almacenamiento en los tejidos responden a mas de

una caracteristica biofisica del desarrollo de la planta (Regnault-Roger et al., 2004).

Cuando estos compuestos se liberan al ambiente son captados por los insectos a
través de receptores, los cuales, a diferencia de los insecticidas organosintéticos,
dificilmente tienen un efecto letal (insecticida) y generalmente solo alteran su
comportamiento o parte del ciclo biolégico (insectistatico) (Rodriguez-Hernandez,

2004).

La respuesta en los insectos a estos mensajes quimicos puede ser como atrayentes

(cairomonas), repelentes (alomonas), reguladores del desarrollo, estimulantes o
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inhibidores de la alimentaciéon y oviposicion (Jacobson, 1989; Ascher, 1993;

Rodriguez-Hernandez; 2004).

El comportamiento de atraccién sigue una secuencia acorde al comportamiento del
insecto, al metabolito y concentracion a la que esta respondiendo. Este se da en
cuatro fases: atrayente, arrestante, incitante y estimulante. Las dos primeras son de
caracter olfativo y visual, en tanto que las dos restantes son de caracter gustativo y

tactil (Metcalf, 1987).

La forma de accion repelente o disuasoria no ha sido descrita por completo, se
conoce que la funcion de los repelentes es crear una confusion quimica que evita
que el insecto se alimente u oviposite y se considera contrario a la fase de atrayente
(Rodriguez-Hernandez; 2004).

Los reguladores del desarrollo pueden ser empleados en las fases tempranas de
crecimiento o0 en cualquier otra etapa del desarrollo. Sus efectos pueden
manifestarse por inhibir o adelantar la metamorfosis, al suprimir o disminuir las
hormonas que participan en el proceso. Como consecuencia de estas alteraciones el
insecto puede desarrollarse en wuna época poco favorable, desarrollar

malformaciones, ser estériles o morir (Mordue y Blackwell, 1993; Celis et al., 2008).

Los compuestos inhibidores de la alimentacion actuan en una de las seis etapas del
proceso alimenticio, orientacion, prueba, ingestién, digestién, asimilacion vy
excrecion. El insecto prueba el alimento, si emite una respuesta positiva
(estimulante) continua con la ingestidn, si es negativa (inhibidor) evita segir

consumiéndolo (disuasivo) (Rodriguez-Hernandez, 2004).
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En el proceso de la oviposicion los registros son escasos, se piensa que la emision
de aleloquimicos de los hospederos pueden ser alterados por la presencia de
compuestos ajenos a ellos. Este proceso es aun mas complejo si consideramos que
en él se engloban factores ambientales y de conducta de los insectos (Hansson et

al., 1999).

4.4.2. Barkleyanthus salicifolius (H.B.K.) Rob. & Brettell

Pertenece a una de las 21,000 especies de la familia Asteraceae. Familia que se
caracteriza por tener miembros raramente arbustivos o epifitos. Son a menudo
herbaceas con inflorescencias en capitulos y se distribuyen en todos los continentes
excepto en el Antartico (Bruneton, 2001).

Esta familia es ampliamente reconocida por sus propiedades nematicidas. Especies
como Tagetes erecta y T. patula han sido utilizadas ampliamente en America Central
y Sur para el control Helicotylenchus sp, Meloidogyne sp, Pratylenchus sp,

Rotylenchus sp, Tylenchorhynchus sp (Regnault-Roger et al., 2004).

4.4.2.1 Fenologia y Ecologia

Se conoce comunmente como chilca, azomiate, azumiate, camisa macho, flor de
dolores, jara, jara mexicana, jaral, jaralillo, jarilla, jarilla amarilla, jarilla verde o
pajarilla. Sus sinonimias son: Senecio salignus DC., Cineraria angustifolia Kunth.,
Cineraria salicifolia Kunth., Senecio vernus DC. y Senecio xarilla Sessé & Moc

(Martinez, 1979; Rzedowski y Rzedowski, 2001).
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La chilca es un arbusto de 4 m de altura, ramificado, tallos lisos de color cenizo,
hojas lanceoladas con margenes aserrados, pubescente en el haz y blanco-lanudas
en el envés, dos nervaduras recorren paralelamente la nervadura central, su
inflorescencia es compuesta por 18 a 28 flores de apice amarillo y la base café-
rojizo, las sedas del vilano son blancas y muy largas, por lo que, al perder los apices
las flores, da la apariencia de que las flores son blancas. Tiene frutos aquenios,
claviformes o subcilindricos de 1-1.5 mm de largo, estriados y pubescentes de color

café verdoso (Martinez, 1979).

Originaria de México, se distribuye desde el sur de los Estados Unidos de América
hasta Honduras. Crece desde alturas a nivel del mar hasta altitudes cercanas a los
2800 m se encuentra generalmente a orillas de los arroyos, caminos y lugares

perturbados. Florece durante la primavera (Miranda, 1952).

4.4.2.2. Fitoquimica

La familia Asteraceae se caracteriza por la presencia de Senecioneas y Eupatorieas
que tienen alcaloides pirrolidinicos. Su metabolismo terpénico es intenso, elaboran
una gran variedad de estructuras mono, sesqui, di y triterpénicas; los sesquiterpenos

existen principalmente bajo la forma de lactonas (Bruneton, 2001).

Las principales lactonas son, alantolactona, helenalina, hymenovina, anthecotulida,

cynaropicrina, niveusin, lactupicrina, nobilina, vermeerina, arteglasin. Se caracterizan

por alterar los niveles enzimaticos (transaminasas, fosfatasas y y-glutamil
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transferasa) de los organismos, al modificar el intercambio catidnico durante la

transmision de los impulsos nerviosos (Craig et al., 1994).

La investigacion fitoquimica hasta hoy realizada en el género Barkleyanthus, solo
explica la accién que puede tener la ingesta de hojas por periodos largos de tiempo
en los caballos (7% de la masa corporal) y ganado (3.6% de la masa corporal)

(Cheeke, 1989).

La fase clinica de estos animales demuestra que la ingesta de hojas pueden causar
depresion, pérdida de coordinacion de movimientos, debilidad, anorexia y rapida
pérdida de peso, puede haber diarrea y en algunos casos fotosensibilizacién. Los
sintomas no han mostrado una relaciéon con las dosis ingeridas y la duracién de la

ingestion, son poco correlativos (Craig et al., 1994).

Estas propiedades en los mamiferos han incitado a la busqueda de los compuestos
activos que confieren esa actividad biolégica. Se ha encontrado que Senecio
vulgaris contiene hasta 0.16% de alcaloides totales en las hojas, entre los cuales se
encuentran la senecionina, la senecifilina y la retrorsina, acompanadas por sus
isbmeros integerrimita, espartioidina, usaramina y ridellina (Ingolfsdottir y Hylands,

1990; Roeder, 1995).

Al igual que otras especies del mismo género, B. salicifolius ha sido utilizada con
mayor frecuencia en el tratamiento de patologias humanas, como la migrafa e
inflamaciones. En esta especie se determind que las propiedades terapéuticas de

las hojas estan asociadas a las altas cantidades de piretrinas, lignanos y
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compuestos azufrados (Merritt y Rey, 1992). Los extractos etandlicos, metandlicos,
diclometandlicos de la planta registraron actividades antioxidantes. Esta propiedad
esta correlacionada con la presencia de polifenoles, los cuales actuan inhibiendo

parte de la peroxidacion de lipidos (Dominguez y Correa, 2005).

4.4.3. Piper auritum Kunth

La familia Piperaceae agrupa a mas de 11 géneros de origen tropical y subtropical,
los cuales incluyen arbustos, lianas, plantas herbaceas vy epifitas. Se considera una
de las familias con mayor actividad bioldgica; ha sido efectiva en el control de
arvenses, plagas y enfermedades del sector agricola (Bruneton, 2001; Regnault-

Roger et al., 2004).

4.4.3.1. Fenologia y ecologia

Piper auritum pertenece a la familia pantropical de las Piperaceas, tradicionalmente
utilizadas como fuente de insecticidas, especias y fitomedicamentos (Regnault-
Roger et al., 2004). Se conoce comunmente como yerba santa, zoaplate, acacovtl,
acuyo, cordoncillo, hoja de ajan, hoja de anis, jaco, tlamapaquelite, tlanapaquelite,

mumu, mumun (Martinez, 1979).

Es un arbusto herbaceo de 2.5 a 5 m de alto, con un tallo grueso carnoso

regularmente poco fibroso. Hojas alternas, elipticas ovadas a aovadas, de forma

acorazonada en la base, de 15 a 50 cm de largo y de 8 a 31 cm de ancho. Flores
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dispuestas en espigas de 10 a 26 cm de largo y de 3 a 5 mm de ancho. Fruto

pequefo y subgloboso (Castro y Poveda, 1983).

Originario de Meéxico, de distribucion tropical asociada a lugares con altas
precipitaciones; en el pais se encuentra en San Luis Potosi, Morelos, Puebla,
Veracruz, Oaxaca, Chiapas y Tabasco. Debido a los usos que tiene en la comida
mexicana, regularmente se encuentra en los patios, traspatios y solares de las
casas. Florece en el mes de junio, aunque es frecuente ver ejemplares con flores

hasta el mes de agosto (Martinez, 1979).

4.4.3.2. Fitoquimica

Parmar et al. (1997) realizaron una recopilacién de los metabolitos que han sido
aislados de la familia Piperaceae desde 1907 a 1996. En el cual se cita la
composicién del género Piper por alcaloides, amidas (isobutilamina, piperidina y
pirrolidona) propenilfenoles, lignanos, neolignanos, terpenos, flavonoides,
kavalactonas o kavapironas, butendlidos y epoxidos del ciclohexano entre otros

(Gupta et al., 1985, Parmar et al., 1997; Delgado et al., 2007).

Destaca como caracteristica del género la presencia de aceites esenciales, como los
fenilpropanoides, monoterpenoides y sesquiterpenoides; en Piper auritum se
encontré de 70 a 85% de safrol 2. Estos aceites en la naturaleza cumplen funciones
de alelopatia y de atraccion para polinizadores (Nigam y Purohit, 1962; Castro y

Poveda, 1983; Gupta et al., 1985; Ramos et al., 1986).
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La accion de las piperamidas (Piperaceae) ha sido comparada con las piretrinas de
la familia Asteraceae. Los ésteres presentes en los extractos activos de esta familia
estan formados por la combinacién de los acidos crisantémico y pirétrico y los
alcoholes piretrolona, cinerolona y jasmolona. Estos compuestos alteran el
intercambio cationico de las células nerviosas (sistema nervioso central y periférico)
al tapar las entradas de los canales de sodio, lo que ocasiona en el insecto
descargas repetidas, seguidas de convulsiones. El efecto “knock down“ puede
preceder a las convulsiones, en esta situaciéon el insecto tiene movimientos

desordenados y deja de alimentarse (Silva et al., 2002).

Miyakado et al. (1989) y Regnault-Roger et al. (2004) mencionan que la actividad de
los compuestos aislados de Piper sp muestran un estado de sinergia y potenciacion,
es decir su efecto es mayor cuando se mezclan tres o cuatro compuestos que

cuando se aplica uno solo.

Scott et al. (2004) evaluaron la actividad de tres especies de Piper (P. nigrum, P.
guineense y P. tuberculatum) en insectos de tres Odrdenes; las tres contenian
isobutyl-amidas”. Los valores de LDsy, mostraron un efecto diferencial de 20 a 80%
en Malacosoma americanum Fabricius, 1793 (Lepidoptera), Neodiprion sertifer
Geoffroy,, 1785 (Hymenoptera), Yponomeuta cagnagella Hutbner, 1813
(Lepidoptera), Pyrrhalta viburni Paykull, 1799 (Coleoptera), Acalymma vittatum
Fabricius, 1775 (Coleoptera), Leptinotarsa decemlineata Say,1824 (Coleoptera),
Popillia japonica Newman, 1838 (Coleoptera) y Blissus leucopterus hirtis Hirtus

(Hemiptera)"'.
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Soberodn et al. (2007) evaluaron la accién biocida de extractos de P. tuberculatum
sobre larvas de Diatraea saccharalis (Lepidoptera). Utilizaron extractos acuosos,
diclorometano-metanol y etandlico de hojas, tallos e inflorescencias, en larvas del
tercer estadio. Los extractos de diclorometano-metanol y etandlico de inflorescencias

mostraron niveles significativos de mortalidad en las larvas.

La aplicacion de extractos etandlicos de 10 especies de Piper sp presentes en la
region del Sumapaz (Cundinamarca) en larvas de Spodoptera frugiperda de tercer
instar ocasioné un efecto antialimentario y altos porcentajes de mortalidad, similares
al presentado con el testigo comercial bioldgico (Bacillus thuringiensis) (Murcia y

Bermudez, 2008).

Piper auritum ha sido probada, como extracto, contra Spodoptera litura Fabricius,
1775, Biomphalaria glabrata Say 1818, Musca domestica Linneo, 1758, Aedes
aegypti Linneo 1762, y Zabrotes sp; donde su efectividad ha sido igual o mayor que
el control por productos organofosforados (Rodriguez-Hernandez y Lagunes; 1992;

Parmar et al., 1997).
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V. MATERIAL Y METODO
Para identificar el potencial insecticida e insectistatico de los extractos acuosos de
raiz Barkleyanthus salicifolius y hojas de Piper auritum en larvas de Phyllophaga

obsoleta y P. ravida el método comprendié dos etapas.

En el invernadero se analiz6 si la aplicacion recurrente de los extractos de las dos
plantas disuadia a las larvas de alimentarse normalmente de las raices del maiz,
cuando eran aplicados a partir del segundo hasta el tercer instar de las larvas. El
experimento consistié en infestar con larvas de segundo instar (L2) plantas de maiz
con un mes de crecimiento. Después de tres dias de la infestacion se comenzo a
aplicar el extracto cada 20 dias hasta cumplir 60 dias en total, cuando las larvas

estaban en tercer estadio (L3).

En los bioensayos de actividad antialimentaria, efectuados en el laboratorio, se
determiné si la presencia de los extractos disuadio, suprimié o repelié a las larvas de
alimentarse normalmente con discos de zanahoria. El ensayo duré 60 horas y se

utilizaron larvas L3.

5.1. Material vegetal y obtencion de extractos.
La recoleccion de Barkleyanthus salicifolius y Piper auritum se realizé en la cabecera
municipal de Amatenango del Valle, Chiapas, México; entre las coordenadas 16° 31’

43” Ny 92° 26’ 05” W a una altitud de 1860 m s.n.m. (INEGI, 2005).

Las raices de B. salicifolius se recolectaron de los caminos ruderales del municipio

en febrero de 2007 y las hojas de P. auritum en los solares de las casas en junio del
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mismo ano. Durante la recoleccién las plantas tenian 50% de floracion y estaban
libres de enfermedades. Duplicados de los ejemplares se encuentran en resguardo

en el herbario ECOSUR-San Cristébal de Las Casas.

5.1.1. Procesamiento del material vegetal.

Las hojas de P. auritum se secaron bajo sombra de invernadero por cinco dias y las
raices de Barkleyanthus salicifolius por 25 dias. De la raiz solo se utilizé la corteza.
Las muestras secas se pasaron por un molino, marca VYREX, y por un tamiz de 1.5
mm. El polvo vegetal obtenido se guardd en bolsas de papel estraza hasta la

preparacion de los extractos (Rodriguez-Hernandez y Ortega, 1998).

Para comparar la composicion fitoquimica de los extractos con los compuestos
reportados en las plantas se preparé una muestra acuosa de los polvos para una
espectofotometria. Se utilizd espectrofotometro infrarrojo VARIAN 800 FT-IR
SCIMITAR SERIES a 80 nanometros de transmitancia. En el extracto de raiz de B.
salicifolius se encontraron grupos amidas, lactonas y acetonas (figura 1). En P.
auritum la mayoria de los compuestos que estan presentes tienen como grupos
funcionales radicales OH y COOH’; ademas de compuestos polifendlicos amidas y

cetonas (figura 2).
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Figura 1. Espectrofotometria del extracto de raiz de Barkleyanthus salicifolius a 80
nanometros (nm) de transmitancia. Cetonas (3500-3100 nm), lactonas (3200-1700

nm), amidas (1700-1000 nm).
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Figura 2. Espectrofotometria del extracto de hojas de Piper auritum a 80 nandémetros
(nm) de transmitancia. Grupos OH y COOH (3800-3500 nm), Cetonas (3500-3100
nm), lactonas (3200-1700 nm), amidas (1700-1000 nm), compuestos polifendlicos

(1000-800 nm).
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5.1.2. Elaboracion de extractos vegetales.

5.1.2.1 Extraccion por infusion.

Los extractos de las hojas de P. auritum (HPA) y las raices de B. salicifolius (RBS)
obtenidos por infusion se prepararon en una parrilla de gas y una olla de aluminio de
4 litros. Se disolvid el polvo vegetal en agua de la llave mediante una relacion de
peso del polvo sobre 1.5 litros de agua segun la concentracion deseada (cuadro 1).
Después de que el agua alcanzé el punto de ebullicion se agregé el polvo y se dejo
hervir por 10 minutos a fuego lento (Rodriguez-Hernandez y Lépez-Pérez, 2001;

Lopez-Olguin, 1998).

Posteriormente, las infusiones se retiraron del fuego y dejaron enfriar en recipientes
plasticos de 4 litros, tapados con gasas, para facilitar su aeracion. EI método de
preparacion se basé en el procedimiento que se realiza en las comunidades
indigenas de la Sierra Norte de Puebla, donde Trichilla havanensis es utilizada para
la proteccién de la semilla durante la germinacién contra el ataque de la “gallina
ciega” (L6pez-Olguin, 1998; Aragon et al.,, 2003). En el mismo sentido, las
concentraciones de RBS y HPA se establecieron de acuerdo a los antecedentes que
han reportado estas plantas en el tratamiento contra insectos afines al orden
Coleoptera (Castro y Poveda, 1983; Cortez y Celaya, 1992; Rodriguez-Hernandez y
Lopez-Pérez, 2001; Dominguez y Correa, 2005; Blanco et al., 2006; Torres-Alvarez

et al., 2006; Celis et al., 2008).
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Cuadro 1. Peso de los polvos de HPA Y RBS para la preparacion de los extractos

por infusion, de acuerdo al porcentaje de concentracién requerido.

Tratamiento

Peso del

polvo (g)

RBS 1%

RBS 0.5%

RBS 0.1%

HPA 15%

HPA 10%

HPA 5%

15

7.5

1.5

225

150

75

5.1.2.2. Extraccion soxhlet.

La extraccidn soxhlet permite obtener los componentes puros de un determinado

producto en una concentracion mas alta. En este tipo de extractos se encuentran

representados todos los compuestos (metabolitos secundarios) cuyo punto de

ebullicién es mayor a la solucion recuperante (Blanco et al., 2006).

El equipo soxhlet utilizado estuvo compuesto por una parrilla eléctrica, un matraz de

fondo plano de 500 ml, un refrigerante, un embudo de separacioén, un cartucho de

papel filtro de poro medio (1.5 mm a 2 mm) y una corriente constante de agua

(Bozov et al., 1994). En él se realiz6 la extraccion sélida-liquida con 50 g de la raiz

de B. salicifolius y 50 g de hojas de P. auritum, de manera continua 109 °C, por 36

horas.
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A esta extraccion se le agregd metanol al 10% y se congelé a -70 °C en un
ultracongelador REVCO por 24 horas. Se eliminé el agua de los extractos a través
del liofilizador, LABCONCO LYPH-LOCK®6, a 3000 atmodsferas, 22 °C temperatura
ambiente y -52 °C temperatura del recuperante. Los extractos liofilizados se

guardaron dentro de cajas Petri selladas en una camara de vacio hasta su empleo.

La preparacion de los tratamientos en partes por millén consistié en disolver los
extractos liofilizados en agua para obtener la concentracion deseada en una relacion
del peso del extracto al peso promedio del disco de zanahoria, considerando un

volumen de aplicacion por disco de 20 pl (cuadro 2).

5.2. Insectos.

Los ensayos se realizaron con larvas de P. ravida y P. obsoleta obtenidas en el
laboratorio a partir de adultos recolectados durante los meses de abril y mayo de
2007. Las crias se mantuvieron bajo condiciones ambientales apropiadas para su
desarrollo (60% de humedad y temperatura promedio de 26 °C) de mayo a agosto,

alimentandolas con rodajas de zanahoria fresca (Ramirez et al., 2000).
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Cuadro 2. Peso de los extractos puros para la elaboracién de las concentraciones

elaboradas bajo el método de extraccion soxhlet.

Concentracion de Peso de Volumen del
extracto (ppm) extracto’ (mg) disolvente (pl)
5000 1.9770 20
500 0.1977 20
50 0.01977 20

ppm, partes por millén; mg, miligramos; ul, microlitros.
fLa concentracion de extracto para obtener un tratamiento estuvo en funcién al peso

promedio de los discos de zanahoria que lo contendrian (395.4 mg).

5.2.1. Recolecta de adultos y obtencion de larvas de Phyllophaga ravida y P.

obsoleta.

Antes de la recolecta de adultos se esterilizd suelo por el método de solarizacion
(Sikora et al., 2007). Se cernio el suelo con una malla de 2 mm de luz, se extendio
dentro del invernadero y envolvié en un plastico transparente de 1.5 mm de grosor.
Cada cinco dias se removié y humedecié ligeramente, por un periodo total de 60

dias

Del 27 de abril al 11 de mayo de 2007 se recolectaron ejemplares de P. ravida y P.
obsoleta en parcelas agricolas, bajo el alumbrado publico, en hospederos, césped y
mediante atraccion con una lampara de luz blanca (Méndez-Aguilar et al., 2008), a
partir de las 18:40 h hasta las 21:30 h (Ramirez-Salinas et al., 1999), en San

Cristébal de Las Casas y Amatenango del Valle, Chiapas.
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Los escarabajos se mantuvieron en botes plasticos de 4 litros de capacidad con 1 kg
de suelo estéril humedo (40%), alimentandolos con hojas de Alnus acuminata y
Quercus crispipilis como alimento y tapados con malla de tul (Castro-Ramirez,

2004).

Con base en su morfologia externa, los escarabajos de P. ravida y P. obsoleta
fueron separados y agrupados por sexo. En cada bote se formaron 10 parejas para
asegurar su copulacién (Ramirez-Salinas y Castro-Ramirez, 2000; Mordn, 1984).
Cada tercer dia se les cambio el alimento y aplicaron 15 ml de agua para mantener
una humedad cercana al 60 %, que se asemeja a las condiciones de los suelos

donde se encuentran.

Aproximadamente después de cinco dias de formadas las parejas comenzaron a
observarse los primeros huevos. En cuanto emergieron las larvas se separaron de
los adultos y se colocaron de tres en tres en vasos de 250 ml de capacidad con 150
g de suelo estéril; cada tercer dia se les aliment6 con rodajas de zanahoria fresca y

se mantuvo la humedad edafica con 8 ml de agua.

Durante la primera semana de mayo, la recolecta hecha a finales de abril comenzo6 a
tener larvas de primer estadio (L1). Entre la primera y tercera semanas de julio se
observaron larvas de segundo estadio (L2). En la segunda semana de agosto
comenzaron a obtenerse las larvas L3, mismas que se utilizaron en los bioensayos

de actividad antialimentaria.
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5.3. Bioensayos.

Consistieron en evaluar la actividad de los extractos sobre la alimentacion de las
larvas. Primero se describe el bioensayo de actividad antialimentaria que se realizd
con larvas de tercer instar (L3). Posteriormente, se describe el método empleado en
invernadero para evaluar la proteccion de la raiz contra la rizofagia de las larvas

durante su segundo (L2) y tercer instar (L3).

5.3.1. Actividad antialimentaria.

La unidad experimental fue adaptada para Phyllophaga ravida y P. obsoleta de
acuerdo a lo descrito por Escoubas et al. (1993) para la especie Spodoptera exigua,
de habitos defoliadores. Consistié en una caja Petri de vidrio con cuatro discos de
zanahoria tierna de 13 mm de diametro por 5 mm de grosor, hechos con un
sacabocados del no. 5, los cuales se adhirieron a la superficie de la caja con 50 pl
de agar bacteriolégico al 2.5% y fueron dispuestos cada 90 ° a partir del centro de la
caja (figura 3). En el centro de la unidad se colocé una larva L3 con 24 horas de

ayuno (Lépez-Olguin, 1998).

Con la finalidad de reducir tanto la variabilidad de los datos como los errores en el
célculo de los indices, al inicio del bioensayo se registrd el peso fresco de las larvas
y de los discos de zanahoria en cada unidad experimental. Posteriormente estos

datos se refirieron a peso seco.
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Figura 3. Unidad basica experimental para la evaluacién de los extractos sobre la

alimentacion de las larvas de Phyllophaga.

Estos ensayos incluyeron dos tipos de pruebas. En el ensayo de preferencia las
larvas tenian la opcion de escoger entre un alimento normal (discos de zanahoria sin
extracto) y un alimento tratado con extracto (discos de zanahoria con extracto),
dentro de una caja Petri. En el ensayo de no preferencia las larvas no podian
seleccionar su alimento dentro de cada caja, o ingerian discos de zanahoria tratados
o sin tratar (placas con el tratamiento o testigo, respectivamente). En esta evaluacion
y mediante el calculo de los indices correspondientes, que mas adelante se explican,
se incluyo la evaluaciéon de actividad antiapetitiva (antixenosis) y toxica (antibiosis)

de los extractos (Escoubas et al., 1993).

Para la realizacion de las pruebas se utilizaron tres tipos de discos de zanahoria. Los
tratados (DT) contenian 20 ul de extracto vegetal, los discos control (DC) y los
discos testigo (DTS) 20 ul de agua. Los discos DC a diferencia de los DTS se
encontraba dentro de la misma unidad experimental que los DT, mientras que los

DTS se encontraban por aparte solos dentro una unidad experimental. Estos ultimos
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tipos de discos sirvid para evaluar el consumo normal en las larvas y detener los
bioensayos cuando el consumo promedio de las larvas fue ligeramente mayor al 50
% (60 horas). La disposicion de los discos dentro de las cajas Petri y las cajas entre

si fue totalmente al azar.

Para conocer el peso seco inicial de las larvas y su variacion en peso seco después
de alimentarse, se realiz6 un factor de conversion entre peso fresco y seco.
Doscientas larvas L3, seleccionadas al azar, se pusieron en ayuno por 24 horas,
posteriormente se pesaron y 100 de ellas se colocaron a 60 °C en una estufa por 48
horas. Las otras 100 larvas se alimentaron por 60 horas con discos de zanahoria sin
tratar. Al término de este tiempo se pesaron en fresco y después se colocaron en la
estufa bajo las mismas condiciones que las primeras para obtener su peso seco

(Waldbauer, 1968; Blau et al., 1978; Farrar et al., 1989).

De igual forma, para conocer el consumo por larvas de zanahoria en peso seco por
las larvas se obtuvo el factor de conversion en los discos de zanahoria mediante sus

pesos fresco y seco (Lopez-Olguin, 1998).
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5.3.1.1. Tratamientos establecidos.

Para descartar el peso de las larvas L3 como una covariable, se eliminaron las
larvas de mas temprana emergencia y mayor peso, asi como las mas tardias y de
bajo peso. Para este proceso, las larvas se mantuvieron en ayuno 24 horas, en

forma individual, en vasos de 50 ml de capacidad con un papel filtro humedo.

Asi, el peso promedio de Phyllophaga ravida fue de 480 mg y el de P. obsoleta de
552 mg. Para los dos bioensayos de actividad antialimentaria se seleccionaron 240
larvas de cada especie, a partir del peso promedio + 10% de variabilidad. Para
asegurar que en cada tratamiento estuvieran representados todos los pesos

posibles, las larvas se asignaron a las unidades de ensayo totalmente al azar.

Los tratamientos (cuadro 3) consideraron los extractos obtenidos por los dos
métodos de elaboracidén y sus concentraciones. La cantidad de extracto que se
aplico a cada disco se calculé en relacion con el peso promedio de un disco de
zanahoria (395.4 mg) (peso del extracto/peso del disco). De esta forma, se
determiné que 20 ul de cada extracto era la cantidad que se agregaria para saturar
con la solucién los discos (DT) y alcanzar las concentraciones de los tratamientos,

misma cantidad que se aplicé de agua a los discos control (DC) y testigo (DTS).

Por especie de Phyllophaga, en cada bioensayo, se tuvieron los 12 tratamientos mas

un grupo testigo, Cada uno con 10 repeticiones o unidades experimentales.
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Cuadro 3. Tratamientos establecidos en los bioensayos de actividad antialimentaria.

Infusiones Extraccion soxhlet
Extractos
% (ppm™™)

Hoja de Piper auritum,

15 10 5 5000 500 50
HPA
Raiz de Barkleyanthus

1 0.5 0.1 5000 500 50
salicifolius, RBS
Testigo agua

™ Partes por millén

5.3.1.2. Ensayos de preferencia.

A dos de los cuatro discos de zanahoria que estaban dentro de cada unidad
experimental se les aplicaron 20 yl de extracto (DT) y a los dos restantes 20 ul de
agua (DC) (figura 4). Por estar dispuestos los discos de manera alternada, las larvas
tuvieron la misma probabilidad de consumir DT o DC. En cada ensayo se incluy6 un
testigo DTS, donde a los cuatro discos se le agregd agua. Los datos de ingestion por

cada larva se determinaron en miligramos (mg) de peso seco de zanahoria.
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Unidad de ensayo Testigo

Figura 4. Distribucion alternada de los discos de zanahoria en las unidades
experimentales del bioensayo de preferencia (Escoubas et al., 1993). DT = disco

tratado, DC = disco control, DTS = disco testigo.

Se considerdé que un tratamiento tenia efecto disuasorio cuando en una unidad
experimental la larva después de probar un DT dejaba de alimentarse y preferia
alimentarse de los DC. Para cada especie de Phyllophaga se calcularon los indices
de disuasion (ID) (Blaney et al., 1987) mediante la ecuacion:

ID = [(DC - DT)/(DC + DT)] x 100

Donde: DC = ingestion en discos control y DT= ingestion en discos tratados.
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5.3.1.3. Ensayos de no-preferencia

En este bioensayo, ademas de calcular el potencial de los tratamientos para inhibir
la alimentacioén, evalud el efecto de los extractos en la mortalidad de las larvas de
Phyllophaga. Los cuatro discos de zanahoria de la unidad experimental tenian el
tratamiento o el testigo (figura 5). Se calcularon los indices antiapetitivos (I1A) de
acuerdo a Bentley et al. (1984), mediante la ecuacion:

IA = [(DTS - DT)/DTS] x 100

Donde: DTS = ingestion en discos testigo y DT= ingestion en discos tratados.

Para determinar si los tratamientos inhibian la alimentacion de las larvas se utilizaron
los datos obtenidos en los bioensayos de preferencia. Se calcularon los indices de
supresion (IS) mediante la ecuacion de Raffa & Frazier (1988):

IS = [(Ing DTS - Ing DC + DT)/Ing DTS] x 100

Donde: Ing DC + DT = Ingestion en las placas con discos tratados y no tratados

(ensayo de preferencia) e Ing DTS = Ingestidon en las placas testigo.

La comparacién del consumo en los DTS con la ingesta en las placas del bioensayo
de preferencia permitié considerar cuanto dejaron de comer las larvas en los DC por

haber ingerido DT (toxicidad potencial) en el ensayo.
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Unidad de ensayo Testigo

Figura 5. Distribucidn alternada de los discos de zanahoria en las unidades
experimentales del bioensayo de no preferencia (Escoubas et al., 1993). DT = disco

tratado, DTS = disco testigo.

5.3.1.4. Ensayos nutricionales.

Para determinar el efecto y modo de accién (téxico o antiapetitivo) de los extractos
sobre Phyllophaga ravida y P. obsoleta, se calcularon los indices nutricionales de los

tratamientos.

Los datos utilizados para calcular los indices provinieron de las placas del ensayo de
no preferencia (figura 5). Se relacioné la ingestion de los discos tratados (mg) con el
aumento o pérdida de peso de las larvas (mg larva) mediante el célculo de las tasas
de consumo relativo y la tasa de incremento de peso en el periodo de 60 horas que
duraron los bioensayos. Para efecto del calculo de los indices, las 60 horas del

ensayo se transformaron a su equivalencia en dias, 2.5.
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La tasa de consumo relativo (TCR) y la tasa de incremento de peso de la larva (TIP)

se determinaron mediante las ecuaciones (Farrar et al., 1989):

TCR = (Ing/PiLxT)

Donde: Ing = consumo de disco tratado (DT) durante el periodo de ensayo (mg de
peso seco), PiL = peso inicial de la larva (mg de peso seco) y T = tiempo de
duracion del ensayo (dias).

TIP = (AP/PiLxT)
Donde: AP = incremento de peso de la larva durante el periodo de ensayo (mg de

peso seco), PiL y T, igual que en TCR.

Por la falta de disponibilidad de larvas L3 de P. ravida y P. obsoleta no se realizo el
ensayo de simulacién de ingestion paralelo al ensayo de preferencia, en donde se
debia mantener en ayuno la misma cantidad de larvas. Por esta razén no fue posible
calcular la eficiencia de crecimiento (EC, que se define como la pendiente de la
regresion de la TIP sobre la TCR, asumiendo una ordenada al origen comun,
determinada como la TIP de larvas mantenidas en ayuno) y la eficiencia de
conversion de alimento (EC, calculada para el periodo de post-tratamiento y se
determina como el cociente de la TIP sobre la TCR) para las dos especies de

Phyllophaga durante el tiempo que duraron los bioensayos (Waldbauer, 1968).

Para el calculo de las tasas fue necesario conocer el incremento de peso seco en las
larvas antes y después de haber sido sometidas a los tratamientos. Este se
determiné a partir de una poblacion de 100 larvas de cada una de las especies de

Phyllophaga. Se registraron los pesos fresco de cada larva, posteriormente se
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congelaron a -70 °C en un ultracongelador REVCO por 4 horas, para después
colocarlas en una estufa de secado a 60 °C por 48 horas, al término de este tiempo
se obtuvo el peso seco. Con los datos de cada especie se realizé un analisis de
regresion que generd un modelo para estimar el peso seco en funcion del peso

fresco de las larvas.

Modelo para estimar el peso de las larvas L3 de P. ravida:

Peso seco = 0.480 + 0.27456 (peso fresco) + 0.00054 (peso fresco)® r? = 0.89

Modelo para estimar el peso de las larvas L3 de P. obsoleta:

Peso seco = 0.552 + 0.31361 (peso fresco) + 0.00032 (peso fresco)?; r* = 0.91

5.3.2. Bioensayos de proteccion a la raiz.

Evaluar la efectividad de los extractos en condiciones aproximadas a las que se
observan en el campo (maiz en suelo infestado con “gallina ciega”), permitié
considerar si lo extractos eran una alternativa dentro del manejo integral de la plaga.
Para estos bioensayos bajo invernadero se utilizaron larvas L2 de las dos especies
de Phyllophaga.

5.3.2.1. Tratamientos establecidos.

De la poblacién de larvas L2 de cada especie de Phyllophaga se seleccionaron
intervalos de peso, descartando las que se diferenciaban marcadamente del peso

promedio (las de mayor y menor peso). La poblacion de larvas se pesé con 24 h de
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ayuno y posteriormente se colocaron de forma individual en vasos de 50 ml de

capacidad con un papel filtro humedo en el fondo.

A partir de esta separacion se seleccionaron 70 larvas al azar y se pesaron de siete
en siete; el peso promedio de un grupo de larvas L2 de P. ravida fue de 820 mg y de

P. obsoleta de 840 mg.

La unidad experimental consisti6 en una maceta con 4 kg de tierra solarizada en
invernadero (semiesterilizada), con dos plantas de maiz criollo comiteco. Después
de la siembra a principios de junio de 2007, las semillas se regaron a capacidad de
campo cada tercer dia. A un mes de crecimiento de las plantas, las unidades se
infestaron con un grupo de siete larvas (Castro-Ramirez, 2004), tomando de base el
peso promedio del grupo £10% de variabilidad. Desde la emergencia de la plantula y
durante el desarrollo del experimento, la cantidad de agua de riego se reguld a
esparcir homogéneamente 250 ml de agua cada tercer dia en la maceta (Torres et

al., 20086).
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Cuadro 4. Tratamientos para evaluar la proteccion a la raiz del maiz por 3
concentraciones de los extractos de las hojas de Piper auritum (HPA) y la raiz de

Barkleyanthus salicifolius (RBS) contra la rizofagia de Phyllophaga ravida y P.

obsoleta.
Extractos Tratamientos
HPA 15% 10% 5%
RBS 1% 0.5% 0.1%

Planta + agua + P. ravida
Testigo infestado
Planta + agua + P. obsoleta

Los tratamientos en el invernadero (cuadro 4) se establecieron bajo un modelo de
bloques al azar para distribuir los recursos luminicos equitativamente . El intervalo
del peso de los grupos de larvas de Phyllophaga ravida fue de 740-900 mg y de P.
obsoleta de 760-920 mg. En un periodo de 80 dias, a partir de la infestacion con las
larvas en las unidades experimentales se evalué la actividad de los extractos de las
hojas de Piper auritum (HPA) y de la raiz de Barkleyanthus salicifolius (RBS)

realizados por el método de infusion.

Las 10 repeticiones de cada uno de los seis tratamientos y el testigo infestado se
distribuyeron totalmente al azar dentro del invernadero. Se tuvieron 80 unidades
experimentales por especie de Phyllophaga. Los resultados se registraron a

principios del mes de octubre.
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5.3.2.2. Infestacion de las unidades experimentales.

La infestacion se realizé6 a mediados del mes de julio de 2007. Consistio en facilitar
la introduccidn de las siete larvas al sistema radical de las plantas, mediante la
perforacion del suelo de la unidad experimental con siete orificios (10 mm de
didmetro) alrededor de la planta. Se registré el peso inicial del grupo de larvas
introducido. Se escogid el grupo de siete larvas, por ser el nimero que se ha

utilizado para evaluar la rizofagia en matas de maiz (Castro-Ramirez, 2004).

5.3.2.3. Aplicacién de extractos.

Entre el proceso de infestacion y aplicacion de los extractos se dejaron transcurrir
tres dias, en este tiempo las larvas de Phyllophaga se alimentaron libremente de las
raices de las plantas. La aplicacion consistio en verter, cada 20 dias, a pie de mata
(par de plantas), 150 ml de los extractos preparados por el método de infusidén sin
filtrar, o, segun la unidad experimental, verter la misma cantidad de agua. Se
realizaron tres aplicaciones desde la mitad de julio hasta principios de octubre en un

periodo de observacion de 80 dias.

5.3.2.4. Evaluacién del dafo al sistema radical.

La proteccion de las raices de las plantas por efecto de los extractos se determiné al
comparar los pesos secos de las raices de los tratamientos con el testigo.

Al levantar las unidades experimentales se registraron los pesos frescos de la parte
area de la planta, de las raices y del grupo de siete larvas. Las estructuras de las

plantas se colocaron en bolsas de polipapel para su secado en una estufa a 60 °C,
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durante cinco dias para las raices y ocho dias para la parte aérea. Las larvas se
colocaron individualmente en vasos de 50 ml de capacidad, con tapa, para su
secado en la estufa a 60 °C por 48 horas (Torres et al., 2006; Velazquez-Cruz et al.,

2005)

5.4. Analisis estadistico.

Para analizar la actividad de los extractos en los bioensayos de actividad
antialimentaria y los de proteccion a la raiz sobre Phyllophaga ravida y P. obsoleta

se realizd un analisis de varianza (ANOVA).

La comparacion entre las medias de los indices de actividad antialimentaria y los
tratamientos del bioensayo de proteccién de la raiz se realizé mediante la prueba de

Tukey.

Las pruebas estadisticas realizadas se corrieron con los datos reales de cada
bioensayo. En miligramos (mg) para los de actividad antialimentaria y en gramos (gr)
para los de proteccion a la raiz. Posteriormente, los datos obtenidos de los
bioensayos de actividad antialimentaria e indices nutricionales se transformaron a

porcentajes para su interpretacion.

Todas las comparaciones estadisticas consideraron un nivel de significancia de a =

0.05. Para los calculos y comparaciones se utilizé el programa estadistico Statistical

Analysis System (SAS) 11.2 ®.
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VI. RESULTADOS
A continuaciéon se presentan primero los resultados obtenidos en los bioensayos de

laboratorio y después los de invernadero.

6.1 Actividad antialimentaria, disuasoria y supresiva de los extractos de B. salicifolius

y P. auritum en larvas L3 de P. ravida.

Los analisis de varianza (ANOVA) de los datos obtenidos en los bioensayos de
preferencia y no preferencia mostraron que el efecto de los extractos a la
concentraciones evaluadas sobre la alimentacion de las larvas L3 de P. ravida no es
insecticida (0% de mortalidad), se limita a una actividad insectistatica donde la
actividad disuasoria fue ligera (F(11,1155 = 1.86 P < 0.0543), basicamente por el
tratamiento RBS 5000 ppm con 41.9% de actividad disuasoria de la alimentacion. La
actividad de los extractos como antialimentarios (F(11,116y = 1.00, P > 0.4492) y

supresivos (F11,115y= 1.43, P > 0.1703) no fue significativa (cuadro 5).

Se observo que cuando P. ravida no tenia la posibilidad de seleccionar su alimento
(bioensayo de no-preferencia), esta ingiere mas cantidades de los discos de
zanahoria tratados con extracto (lA, F1,116) = 1.00, P > 0.4492), que de los discos
sin extracto en el testigo externo o DTS, (IS, F(11,115) = 1.43, P > 0.1703), donde la
larva no esta en contacto con los extractos. A su vez este ultimo indice demostrd
que cuando las larvas pueden escoger entre las dos opciones de alimento (ensayo
de preferencia), y prueban primero discos tratados, no las imposibilita que sigan

comiendo (cuadro 5).
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Cuadro 5. indices en porcentaje de actividad antialimentaria (IA), disuasion (ID) y de

supresion (IS) de extractos de hojas de Piper auritum (HPA) y raiz de Barkleyanthus

salicifolius (RBS) sobre las larvas de Phyllophaga ravida.

Tratamiento A ID IS
HPA 50 ppm  -27.64 A 3317 A 40.22 A
HPA 500 ppm -28.19 A 27.39 A 29.68 A
HPA 5000 ppm -27.92 A 26.92 A 3144 A
HPA 10% -24.24 A 38.11 A 41.90 A
HPA 15% -25.63 A 18.50 A 28.73 A
HPA 5% -23.86 A 24.08 A 44.36 A
RBS 50 ppm  -34.26 A 31.67 A 44.42 A
RBS 500 ppm -30.08 A 33.00 A 28.77 A
RBS 5000 ppm -32.42 A 41.90 A 39.69 A
RBS 0.1% -31.06 A 2424 A 41.46 A
RBS 0.5% -22.93 A 30.86 A 39.85A
RBS 1% -31.12 A 2347 A 35.53 A

Dentro de cada columna, medias con la misma letra no difieren significativamente

(Tukey P < 0.05, n = 10).
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6.1.1. Efecto de los tratamientos sobre la nutricion de P. ravida.

Aunque los extractos no mostraron actividad antialimentaria en las larvas L3 de P.
ravida, se decidio correr los indices nutricionales (TCR y TIP) para los datos de los
bioensayos de no-preferencia, con el fin de analizar si verdaderamente los
tratamientos no tuvieron efecto sobre la fisiologia de las larvas y que este resultado

nulo no era un efecto compensatorio del metabolismo de la larva.

El calculo de la tasa de consumo relativo (TCR) permitié estimar que el peso inicial
de la larva no determiné su capacidad de ingesta (F(12,115) = 1.24, P > 0.2617) y que
el consumo dentro de los tratamientos es igual que en el testigo. Reafirmando que
ninguno de los tratamientos mostré un efecto antialimentario (téxico), ni disuasorio

(Cuadro 6).

Sin embargo, la tasa media de incremento de peso (TIP) mostré que la ganancia de
peso en las larvas L3 de P. ravida durante el tiempo que durd el bioensayo es
diferencial entre los tratamientos (F(12,112) = 1.93, P > 0.0376); en RBS 5000 ppm el
peso que ganan las larvas (11.50% de su peso inicial) es significativamente menor

con respecto al testigo donde obtienen el mayor peso (Cuadro 6).
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Cuadro 6. indices nutricionales en miligramos (mg) de las larvas L3 de P. ravida
alimentadas por 60 horas con discos de zanahoria tratados con extractos de
hojas de P. auritum (HPA) y raiz de B. salicifolius (RBS) en diferentes

concentraciones.

TCR TIP
Tratamiento

(%) (%)
Testigo 16.05 A 33.07 A
RBS 500 ppm 11.50 A 32.47 AB
HPA 5% 1251 A 32.32 AB
RBS 0.1% 14.98 A 32.15 AB
HPA 500 ppm 13.78 A 32.06 AB
RBS 1% 13.26 A 31.97 AB
HPA 50 ppm 12.98 A 31.82 AB
HPA 15% 11.68 A 31.74 AB
HPA 10% 11.65 A 31.71 AB
RBS 0.5% 12.57 A 31.55 AB
HPA 5000 ppm 13.21 A 31.48 AB
RBS 50 ppm 15.92 A 31.25 AB
RBS 5000 ppm 13.01 A 30.89 B

TCR = Tasa media de consumo relativo; TIP = Tasa media de incremento de
peso. Dentro de cada columna, medias con la misma letra no difieren

significativamente (Tukey P < 0.05, n = 10).

6.2 Actividad antialimentaria, disuasoria y supresiva de los extractos de B. salicifolius

y P. auritum en larvas L3 de P. obsoleta.
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Los valores negativos en los indices de actividad antialimentaria (IA) muestran que,
al igual que en P. ravida, la presencia de discos tratados con extracto como Unica
opcion de alimento (ensayo de no preferencia) promovié la alimentacién de las
larvas. En los tratamientos de HPA 15% (IA= -53.54%) y RBS 500 ppm (lIA= -
51.76%) la ingestidon es mayor que en los tratamientos HPA 50 ppm (IA=-27.64%) y
HPA 5000 ppm (IA=-27.92%), donde las larvas consumieron menos discos tratados

(valor mas antialimentario).

Aunque el ANOVA es significativo para los valores obtenidos en los indices de
disuasion, la comparacion de medias no mostré diferencia (cuadro 7), debido a la
alta variabilidad en la prueba (error estandar de 1.94). No existe un patrén de
respuesta hacia los tratamientos (indice de disuasion), las larvas tienen un
comportamiento aleatorio al momento de iniciar la alimentacion (ensayo de

preferencia).

Los valores de los indices de supresion mostraron que para P. obsoleta, el poner en
el mismo medio el alimento tratado con extracto y el alimento sin tratar (ensayo de
preferencia) afecta su consumo. La ingesta de discos sin tratar es mayor en los
testigos externos (DTS) que en los internos de las placas (DC, discos control). Si al
inicio de la alimentacion las larvas probaron discos tratados, no impidié que estas
continuaran alimentandose, no hubo efecto post-ingestivo (cuadro 7).

Cuadro 7. indices en porcentajes de actividad antialimentaria (IA), disuasién (ID) y
de supresion (IS) de extractos de hojas de Piper auritum (HPA) y raiz de

Barkleyanthus salicifolius (RBS) sobre la larvas de Phyllophaga obsoleta.

Tratamiento 1A ID IS
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HPA 50 ppm -27.64 A 29.68 A 10.70 A

HPA 5000 ppm -27.92 A 31.56 A 11.33 A
RBS 50 ppm -30.09 AB 39.83 A 11.69 A
HPA 10% -30.96 AB 42.26 A 46.91 A
RBS 0.1% -31.05 AB 44.04 A 57.70 A
RBS 1% -31.13 AB 40.20 A 45.87 A
HPA 5% -44.03 AB 22.66 A 43.87 A
HPA 500 ppm -44.39 AB 20.50 A 540 A
RSB 5000 ppm -46.36 AB 42.90 A 39.21A
RBS 0.5% -50.74 AB 30.81 A 39.35A
RSB 500 ppm -51.76 B 31.65A 15.43 A
HPA 15% -53.54 B 16.79 A 25.44 A

Dentro de cada columna, medias con la misma letra no difieren significativamente

(Tukey P < 0.05, n = 10).
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6.2.1. Efecto de los tratamientos sobre la nutricion de P. obsoleta.

Se corrieron indices nutricionales (TCR y TIP) para las larvas L3 de P. obsoleta de
los tratamientos ensayados con los datos obtenidos en el bioensayo de no
preferencia, con la finalidad de conocer si el que dejaran de alimentarse en los

tratamientos no afecto significativamente el metabolismo de las larvas.

El calculo de la tasa de consumo relativo (TCR) para las larvas L3 de P. obsoleta
demostré que, cuando se encuentran en situacion de no eleccion (ensayo de no
preferencia), su capacidad de ingestion dentro de tratamientos como RBS 5000
ppm, RBS 500 ppm, RBS 50 ppm, HPA 50 ppm, HPA 15% y RBS 0.5% puede ser
igual al testigo externo (DTS) (F(12,111) = 11.32, P < 0.0001), donde la ingesta se da
de forma normal. En los tratamientos RBS 500 ppm, HPA 500 ppm, RBS 1%, RBS
0.1%, y HPA 5% las larvas consumieron menos cantidad de discos tratados (cuadro

8).

La tasa media de incremento de peso (TIP) corrida para los tratamientos mostré que
la pérdida de peso en las larvas L3 de P. obsoleta fue significativa entre los
tratamientos con respecto al testigo externo (DTS) (F(12,111) = 16.74, P < 0.0001); en
los tratamientos RBS 0.5% (TIP=-34.22%) y HPA 50 ppm (TIP= -34.52 %) las larvas
mostraron una mayor dificultad para transformar a biomasa el alimento consumido
(menor peso), con respecto al de HPA 5 % (TIP= 37.08%) donde las larvas obtiene

el mayor peso (cuadro 8).
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Cuadro 8. indices nutricionales (miligramos larva) de las larvas L3 de P. obsoleta
alimentadas por 60 horas con discos de zanahoria tratados con extractos de hojas

de P. auritum (HPA) y raiz de B. salicifolius (RBS) en diferentes concentraciones.

TCR TIP

Tratamiento (%) (%)
RBS 0.5% 31.74 A -34.22 A
HPA 50 ppm 33.01A -34.52 A
RBS 5000 ppm 31.80 A -34.65 AB
RBS 50 ppm 3229 A -34.74 AB
HPA 5000 ppm 3442 A -35.09 ABC
HPA 15% 3148 A -35.18 ABC
Testigo 3541 A -35.62 BCD
RBS 1% 2051 B -35.90 CD
RBS 0.1% 20.15 B -35.94 CD
RBS 500 ppm 1426 B -36.09 CDE
HPA 500 ppm 19.14 B -36.26 DE
HPA 10% 20.70 A -36.36 DE
HPA 5% 20.28 B -37.08 E

TCR = Tasa media de consumo relativo; TIP = Tasa media de incremento de peso.
Dentro de cada columna, medias con la misma letra no difieren significativamente

(Tukey P < 0.05, n = 10).
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6.3. Efecto de los extractos de B. salicifolius y P. auritum en la proteccién de la raiz

de matas de maiz durante los estadios L2 y L3 de P. ravida.

En estos bioensayos se estimé la proteccidn que le confieren los extractos de hojas
de P. auritum y raiz de B. salicifolius a las raices de maiz cuando las matas de un
mes de crecimiento se infestaron con larvas L2 de P. ravida. Esta se estimo
midiendo la biomasa radical y el crecimiento de la parte aérea de las plantas, asi

como el incremento de peso y mortalidad en las larvas.

El analisis de varianza determiné que el modelo de bloques al azar utilizado para la
distribucion de grupos de larvas dentro de los tratamientos en el invernadero fue
significativo para el desarrollo de las plantas de maiz (biomasa de raices Fgg) =
2.64, P < 0.0129; biomasa aérea Fgeg)= 1.71, P < 0.0010), no asi en el incremento
de peso en las larvas (Fge9) = 1.39, P > 0.2168) y su mortalidad (Fe9) = 1.00, P >

0.4514).

La comparacion de medias mostrdé que el consumo de las raices por las larvas de P.
ravida no afecto el crecimiento de las plantas entre tratamientos (raiz Fgg) = 1.15, P

> 0.3440; parte aérea Fggg)= 0.21, P > 0.5649) (cuadro 9).

La aplicacion de los extractos para el control de la rizofagia de las larvas de P. ravida
se comportaron como insectistaticos, al tener tasas de mortalidad cercanas al 1%.
Ninguno de los tratamientos inhibié significativamente la alimentacion de las larvas
(Fe,69 = 0.59, P > 0.7385) no se diferencian del testigo donde la larva se alimenta

normalmente (cuadro 10).
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Cuadro 9. Efecto de la rizofagia de las larvas de Phyllophaga ravida en el desarrollo
fenoldgico de las plantas de maiz cuando son tratadas con extractos de hojas de P.

auritum (HPA) y raiz de B. salicifolius (RBS).

Tratamiento Raiz (gr) Parte aérea (gr)
HPA 10% 95.75 A 282.52 A
RBS 1% 91.89 A 229.13 A
HPA 5% 90.66 A 224.36 A
Testigo infestado  83.75 A 193.68 A
HPA 15% 82.67 A 181.78 A
RBS 0.5% 77.54 A 230.16 A
RBS 0.1% 74.45 A 225.48 A

Dentro de cada columna, medias con la misma letra no difieren

significativamente (Tukey P < 0.05, n = 10).

6.4. Efecto de los extractos de B. salicifolius y P. auritum en la proteccion de la raiz

de matas de maiz durante los estadios L2 y L3 de P. obsoleta.

Este bioensayo permitié estimar la proteccion que le confieren los extractos de Piper
auritum y B. salicifolius a las raices de las plantas de maiz contra la rizofagia de P.
obsoleta. Como variables de respuesta se calcul6 la biomasa del sistema radicular y
parte aérea de la planta, se cuantificd el incremento de peso de las larvas y su

mortalidad.
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Cuadro 10. Respuesta de P. ravida a la presencia de extractos de hoja de
Piper auritum (HPA) y raiz de Barkleyanthus salicifolius (RBS) en las raices de

plantas de maiz.

Tratamiento Incremento de peso Mortalidad
en larvas (mg) (indv/mata)
HPA 10% 948.14 A 1.4000 A
Testigo infestado 944.71 A 0.9000 A
HPA 15% 943.27 A 0.9000 A
HPA 5% 930.22 A 0.8000 A
RBS 1% 899.79 A 0.8000 A
RBS 0.1% 895.01 A 0.7000 A
RBS 0.5% 873.87 A 0.3000 A

Dentro de cada columna, medias con la misma letra no difieren significativamente

(Tukey P < 0.05, n = 10).

El analisis de varianza determiné que el modelo de bloques al azar utilizado para la
distribucion del peso de las larvas dentro de todos los tratamientos fue significativo
para algunas variables medidas. El efecto de bloque se observé en el desarrollo de
las plantas de maiz (biomasa de las raices Fggeg) = 2.45, P < 0.0204; biomasa de
parte aérea Fgeo=) = 3.81, P < 0.0009) y en la mortalidad (Fe9) = 2.37, P < 0.0244)

de las larvas, no asi en el incremento de su peso (Fee9) = 1.22, > 0.3043).
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Cuadro 11. Efecto de la rizofagia de las larvas de Phyllophaga obsoleta en el
desarrollo de las plantas de maiz cuando son tratadas con extractos de hojas de P.

auritum (HPA) y raiz de B. salicifolius.

Tratamiento Raiz Parte aérea
(gr) (gr)
HPA 10% 105.10 A 211.52 A
HPA 5% 100.50 A 225.73 A
HPA 15% 98.40 A 224.36 A
RBS 1% 9440 A 183.68 A
RBS 0.1% 86.90 A 191.78 A
RBS 0.5% 71.30 A 210.76 A
Test. Infestado 90.40 A 215.98 A

Dentro de cada columna, medias con la misma letra no difieren significativamente
(Tukey P <0.05, n =10).

La prueba de Tukey mostro que la rizofagia de las larvas de P. obsoleta no provoco
diferencias entre tratamientos en el desarrollo de la planta (raiz Fgeg9) = 1.59, P >
0.1691; parte aérea Fggo) = 0.70, P > 0.6495); la respuesta de las larvas a la
presencia de los extractos fue ligera, por lo que su capacidad de rizofagia no se vio
seriamente afectada como para mostrar una diferencia estadistica en la evaluacién

de las raices (cuadro 11).
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Cuadro 12. Promedio de las respuestas de P. obsoleta a la presencia de extractos
de hoja de Piper auritum (HPA) y raiz de Barkleyanthus salicifolius (RBS) en las

raices de plantas de maiz.

Incremento de peso en Mortalidad
Tratamiento

larvas (mg) (indv)
HPA 15% 642.19 A 1.6000 A
HPA 10% 631.46 A 1.5000 A
Testigo infestado 626.75 A 2.5000 A
RBS 0.1% 626.42 A 1.7000 A
HPA 5% 616.45 A 1.7000 A
RBS 0.5% 586.46 A 1.7000 A
RBS 1% 551.34 A 1.7000 A

Dentro de cada columna, medias con la misma letra no difieren significativamente

(prueba de Tukey P < 0.05, n = 10).

La aplicacion de los extractos no modificd sustancialmente la capacidad de las
larvas para alimentarse (F69= 1.15, P > 0.3448), ni su mortalidad (Fe9= 1.18, P >
0.3323); las tasas de mortalidad que presentaron los tratamientos y el testigo

parecen una respuesta ajena a la aplicacion de los tratamientos (cuadro 12).
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VII. DISCUSION

Los resultados obtenidos en los bioensayos demuestran un mediano control de los
extractos de hojas de P. auritum y raiz de B. salicifolius en la alimentacién de las
larvas de P. ravida y P. obsoleta. Su ingesta o contacto modificaron los patrones
normales de alimentacion en las larvas, permitiendo tener al final de los bioensayos
una mayor cantidad de alimento (discos de zanahoria o raices) disponible. Su accion
puede estar asociada a la presencia de piretros (B. salicifolius) y piperamidas (P.

auritum) presentes en los extractos.

Bajo este precepto a continuacidén se argumentan primero los resultados obtenidos
para los ensayos de actividad antialimentaria para las dos especies de Phyllophaga

y se continua con los ensayos de proteccion a la raiz.

7.1. Actividad de los extractos de hojas de Piper auritum y raiz de Barkleyanthus

salicifolius como antialimentarios de P. ravida y P. obsoleta.

El andlisis de varianza (ANOVA) de los bioensayos de actividad antialimentaria
(ensayos de preferencia y no preferencia) muestran que los extractos de HPA y RBS
en sus diferentes concentraciones se comportan como insectistaticos en las larvas
L3 de P. ravida y P. obsoleta, ya que el porcentaje de mortalidad se mantiene por

debajo del 1%.

Estadisticamente, el ANOVA corrido para los indices de actividad antialimentaria

mostraron una ligera actividad disuasoria (ID) de los extractos para las dos especies
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de Phyllophaga; en P. obsoleta ademas promovieron una actividad antialimentaria
(IA). La diferencia estadisticas en los indices de disuasion (ID) de P. ravida y P.
obsoleta no se apreciaron en la comparacion de medias entre los tratamientos por la
alta variabilidad en cada una de las pruebas, en la primera especie el error estandar
fue de 1.94 y en P. obsoleta de 1.21. En ambas especies los extractos no actuaron

como supresores de la alimentacion (IS).

Esta respuesta poco homogénea de Phyllophaga a su control mediante extractos
puede obedecer a la amplitud ecolégica que mantiene cada una de ellas. Se ha
documentado que P. ravida es una de las especies rizéfagas estrictas del complejo
“gallina ciega” (Coleoptera: Melolonthidae) con una mayor distribucion geografica y
ecologica en el pais (Castro-Ramirez et al., 2004; Morén, 1996; Mordn, 2003).
Rizofagicamente puede ser mas agresiva frente a la actividad que muestran otras
especies del mismo complejo, como P. obsoleta quién ocasionalmente puede
consumir cantidades pequenas de materia organica (Gémez et al., 2000; Castro-

Ramirez et al., 2004.)

Esta amplitud en la alimentacién de P. ravida explica el porque las larvas de esta
especie pueden ingerir discos tratados con extracto como un mecanismo de
tolerancia, que le permiten en primer instancia asegurar su subsistencia, mientras
que P. obsoleta, desde un principio prefiere no comer de los discos con extracto. La
capacidad de respuesta de P. ravida no puede ser considerada como una réplica
desfavorable para su control, ya que la presencia de los extractos la disuade de

alimentarse de forma normal en un 41.9%.
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En las dos especies de Phyllophaga la ingesta de los extractos desencadeno
diferentes procesos fisiologicos. Se observé un aumento en las evacuaciones (no
medida) de las larvas, que sugiere que el organismo trata de compensar la toxicidad
de los extractos al eliminarlos mas rapidos de su sistema. El exceso de
evacuaciones en un mayor tiempo pudiera haberles causado la muerte; esta
hipétesis no fue corroborada durante el tiempo que duraron los bioensayos (60

horas), dicha observacién requeria de un mayor de tiempo de observacion.

Este resultado, si se traslada a un ensayo a campo puede ser complementaria a
otras de las estrategias agroecolégicas (Velazquez-Cruz et al., 2005) que se han
fomentado para el manejo de la plaga. Si la presencia del extracto disminuye el
dafio, en conjunto con otra practica, como Ila aplicacion de hongos
entomopatdgenos, puede permitir mantener a los cultivos protegidos un mayor

tiempo. Sin embargo, habra que evaluar dicha combinacion.

El proceso metabdlico que sufren las larvas quedd evaluado mediante el calculo de
los indices nutricionales (TIP y TCR), sus valores demuestran que los extractos
ocasionan desnutricion en las larvas de Phyllophaga. La prueba de comparacién de
medias en P. ravida demostré que el consumo de discos tratados con extractos es
igual al consumo que se presenta en el testigo externo (DTS) y que la capacidad de
transformar lo consumido a biomasa (TIP) se ve afectado por la ingesta de los
extractos (cuadro 6). En el tratamiento RBS 5000, las larvas muestran una mayor
dificultad para transformar a biomasa el alimento consumido, el peso que ganan es

menor con respecto al testigo que obtiene el mayor peso.
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En P. obsoleta el céalculo de los indices muestra dos grupos estadisticos para la tasa
de consumo relativo (TCR), el grupo A donde las larvas se alimentan igual que el
testigo y el grupo B donde el consumo difiere significativamente de éste (cuadro 8).
Su relacién con la tasa de incremento de peso (TIP) no denota un patrén en la
conversion de lo ingerido a biomasa, como la que se observé en P. ravida; no
obstante que en RBS 0.5% y HPA 50 ppm las larvas gana un menor peso con

respecto a HPA 5% donde obtienen el mayor peso.

Cuando las larvas de las dos especies de Phyllophaga fueron sometidas a
condiciones de eleccion entre discos tratados con extractos (DT) y discos testigo
(DC) en una misma unidad experimental (ensayo de preferencia), prefirieron
alimentarse de discos sin tratar. El haber optado durante el inicio de la alimentacion
por consumir un disco tratado no las condicion6 a dejar de alimentarse (Lépez-

Olguin, 1998).

Los valores positivos de los indices de supresion en las dos especies de
Phyllophaga denotan un menor consumo en los discos sin tratar (DC) cuando estan
junto con discos tratados con extracto (ensayo de preferencia) que cuando se
encuentran solos en las unidades experimentales (DTS, testigo externo). Se le
atribuye a los extractos la capacidad de crear una confusién quimica (Waldbauer,
1968; Blau et al., 1978; Farrar et al., 1989) cuando en el mismo medio tiene

disponibles las dos opciones de alimento.

La tendencia del efecto que mostraron los tratamientos en el control de la rizofagia

de las larvas L3 de Phyllophaga esta asociado a la presencia de compuestos
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secundarios activos en los extractos de raiz de Barkleyanthus salicifolius y hojas de
Piper auritum. Y aunque no se realizé un analisis cromatografico a detalle de los
extractos, con base en el barrido espectrofotométrico (figuras 1 y 2) de los polvos
utilizados para su preparacion y las referencias bibliograficas existentes, se puede
hacer una aproximacion de los tipos de compuestos que estan alterando la

percepcion del alimento en Phyllophaga.

El barrido espectofotométrico en B. salicifolius demostrd que los extractos de la raiz
tenian un alto contenido de amidas, lactonas y grupos cetdnicos. Las amidas
podrian estar en forma de piretros y los terpenos en forma de lactonas. Ambos tipos
de compuestos han sido evaluados para determinar la toxicidad de la planta. Se ha
encontrado que el metabolismo terpénico es uno de los mas intensos en la planta,
ya que se puede producir en mas de una isoforma (mono, di, tri y sesquiterpenos)

(Ingolfsdottir y Hylands, 1990; Merritt y Rey, 1992; Bruneton, 2001).

Tanto los piretros como las lactonas no han reportado actividad toxica para los
mamiferos de gran talla (Bruneton, 2001). Su efecto tdéxico se ha documentado a
partir de mamiferos pequefios (Merritt y Rey, 1992) e insectos de diversos érdenes
(L6pez-Pérez y Rodriguez-Hernandez, 1999; Rodriguez-Hernandez y Lopez-Pérez,
2001). Para ambos casos se han estudiado los efectos que causan los compuestos
a nivel celular y como se refleja en su sistema nervioso central (Ingolfsdottir y

Hylands, 1990; Craig et al., 1994).

Los compuestos actuan a nivel enzimatico, modificando la respiracion de las células

nerviosas. Cuando los piretros y las lactonas entran al organismo del insecto son
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llevadas al sistema nervioso a través de la hemolinfa (torrente sanguineo), quien los
pone disponibles en el liquido intersticial del ganglio supraesofagico (cerebro).
Durante la sinapsis intervienen en la recepcion del impulso nervioso al sustituir al
sustrato receptor del impulso. Ademas, se alteran los niveles enzimaticos
(transaminasas, fosfatasas y y-glutamil transferasa) del insecto y se afecta la
generacion de energia que se produce normalmente en el citocromo P450 (Craig et

al., 1994; Regnault-Roger et al., 2004).

De esta forma se explica la alteracion de las funciones de coordinacion, movilidad y
percepcion del medio ambiente en Phyllophaga una vez que ha estado en contacto
con los extractos. A esta sintomatologia en conjunto se le ha llamado efecto “knock
down” (Davyson et al., 2001). Y aunque no se documentaron estrictamente las
alteraciones fisioldgicas que se produjeron durante el efecto “knock down” en las
larvas, si se observd una mayor excrecidén en las unidades experimentales cuando

consumieron alimento con extractos que en las testigos (DTS).

Esta reaccion en las larvas puede ser comparada con el caso clinico que
documentaron Craig et al. (1994) para mamiferos grandes. En donde se sefalan que
la ingesta de altas cantidades de piretros encontrados en una Asteraceae
(Centaurea solstitalis) ocasiona depresion, pérdida de coordinacion de movimientos,
debilidad, anorexia y rapida pérdida de peso, y en algunos casos se presentan

cuadros de diarrea y fotosensibilizacion.

En analisis espectrofotométrico de P. auritum mostré que los extractos contenian

diversos compuestos polifendlicos, amidas y cetonas, ademas de una gran cantidad
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de compuestos solubles, en donde los alcoholes (OH) y los grupos carboxilos

(COOH") representaban un mayor porcentaje.

A estos compuestos se suman los que Nigam y Purohit (1962), Gupta et al. (1985),
Parmar et al. (1997) y Delgado et al. (2007) han encontrado durante el estudio de la
fitoquimica de la planta: amidas (isobutilamina, piperidina y pirrolidona)
propenilfenoles, lignanos, neolignanos, terpenos, flavonoides, fenilpropanoides,
monoterpenoides y sesquiterpenoides, kavalactonas, butendlidos y epdxidos del

ciclohexano.

Estos avances en la fitoquimica de la especie han permitido estimar a las
piperamidas (amidas) como uno de sus compuestos mas toxicos, al modificar el
sistema PSMO (polisubstrato monoxigenasa) del insecto blanco (Parmar et al.,
1997). Al igual que los extractos de B. salicifolius promueven un efecto “knock down”
en las larvas de Phyllophaga, se interviene en el intercambio catiénico de las células
nerviosas obstruyendo los canales de sodio. Pudiendo ocasionar convulsiones,
desorientacion, o bien promover una menor alimentacion. EI mecanismo por el cual
se pudo haber generado esta reaccion en las larvas L3 de Phyllophaga es igual al

descrito para los tratamientos con B. salicifolius.

7.2. Proteccion a las plantas de maiz por extractos de hojas de Piper auritum y raiz

de Barkleyanthus salicifolius contra la rizofagia de P. ravida y P. obsoleta durante su

segundo (L2) y tercer estadio (L3).
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La aplicacién periddica de los extractos a las plantas de maiz después de su
infestacion con larvas de P. ravida y P. obsoleta permiti6 medir indirectamente la
respuesta de Phyllophaga a la presencia de los extractos a partir del segundo hasta
el tercer instar. Y valorar si la aplicacion de los tratamientos en un estado temprano
de la rizofagia de la larva prevenia mejor los dafios. La mortalidad para todos los
tratamientos en ambas especies de Phyllophaga no sobrepasoé el 2%, por lo que los

extractos de las dos plantas se consideraron como insectistaticos y no insecticidas.

La ausencia de resultados estadisticamente contundentes puede sugerir que se
requieran mayores concentraciones o aplicaciones de los extractos en las plantas
infestadas. Para experimentos posteriores se recomendaria que los pesos de las
larvas dentro de los tratamientos tuvieran una menor variabilidad; lo cual se podria

lograr al tener una mayor poblacién de larvas y menos tratamientos a ensayar.

Se esperaba que la presencia de los extractos en las plantas infestadas pudiera
disuadir a las larvas de las dos especies de Phyllophaga de alimentarse de sus
raices, permitiendo asi obtener un mayor peso en aquellas plantas donde las larvas
se alimentaban en presencia del extracto que con respecto a las que se alimentaron

libremente.

La prueba de homogeneidad de varianzas (Tukey) mostré que, aunque la proteccion
a las raices de las matas de maiz por los tratamientos no fue significativa para
ninguna de las especies de Phyllophaga, el tratamiento de hojas de P. auritum al
10% (HPA 10%) confiri6 una mayor proteccion a las plantas de maiz, al resultar con

un desarrollo radical (biomasa) por arriba del testigo infestado, donde las larvas se
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alimentaron libremente. Esto pudiera estar sugiriendo la actividad de los compuestos

secundarios de la planta como disuasorios o distractores de la alimentacion.

Entre las causas que podrian explicar esta respuesta puede estar la aplicacion
periddica de los extractos y la sensibilidad que muestran las larvas cuando se
encuentran en proceso de muda (paso de L2 a L3). Tal vez, de haber aplicado un
mayor numero de veces los extractos en un periodo total de observacion mas largo

se hubiera llegado a manifestar algun efecto estadisticamente valido.
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VIIl. CONCLUSION

La actividad biolégica de los extractos de hojas de Piper auritum y raiz de
Barkleyanthus salicifolius se catalogan como insectistaticos, y no insecticidas, por
mantener una mortalidad menor al 1% y modificar unicamente los patrones de

busqueda de alimento en las larvas de Phyllophaga ravida y P. obsoleta.

La sutil eficacia que manifestaron los extractos en el control de la rizofagia de las
larvas estuvo asociada a las cualidades de la especie. Ambas especies de
Phyllophaga mostraron un proceso de tolerancia y adaptacion a las condiciones

temporales a las cuales fueron sometidas durante los bioensayos.

El efecto que produjeron los extractos de hojas de P. auritum y raiz de B. salicifolius
mediante los ensayos de actividad antialimentaria se determiné como “knock down”
para las dos especies de Phyllophaga, ya que su aplicacion disminuyo su capacidad

de rizofagia.

Los calculos de los indices de actividad antialimentaria permitieron identificar que
cuando las larvas de P. ravida y P. obsoleta no tienen otra opcion de alimento mas
que el tratado con extractos, la presencia de estos en su alimento les promueve la
alimentacion; las larvas se adaptan a estas condiciones, aunque su consumo les

provoque una desnutricion.

Cuando las larvas tienen la opcion de escoger entre alimento tratado con extracto y

alimento sin tratar, la presencia de los extractos las distrae de una alimentacion
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normal; prueban del alimento tratado y después pueden o no continuar

alimentandose de ellos u optar por alimento sin tratar.

En P. ravida y P. obsoleta los extractos de hojas de P. auritum y raiz de B.
salicifolius actuaron como disuasorios de la alimentacion; cuando las larvas de P.
obsoleta tuvieron como unica opcion de alimento discos tratado con extractos estas

prefirieron dejar de alimentarse.

La evaluacion de la actividad de los extractos de hojas de P. auritum y raiz de B.
salicifolius permitié estimar que en P. ravida al igual que en P. obsoleta actian como

disuasorios, en esta ultima ademas como antialimentarios.

La aplicacion de los extractos resultdé medianamente efectiva en el control de la
rizofagia de las larvas de Phyllophaga bajo condiciones de invernadero,

disminuyendo el dafio que causan las larvas, pero no controlaron toda la afectacion.

El que los extractos disminuyeran la capacidad de alimentacién en las larvas permite
considerar su aplicacion como complementaria a otras estrategias agroecoldgicas
en el manejo de la plaga. Ya que representa una tecnologia de bajo costo y facil
reproduccién, que permitira una mayor permanencia de uso en cultivos, como el

maiz.
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NOTAS

La fitoquimica de las plantas se divide en dos partes, metabolismo primario y secundario.
Compuestos como glucidos, lipidos, aminoacidos y proteinas son producidos durante el
metabolismo primario para el desarrollo y crecimiento de la planta, estos se dejan de producir
con la muerte celular. Los productos del metabolismo secundario son compuestos no
esenciales que las plantas producen para facilitar su interacciéon con el ambiente, y pueden
permanecer por un tiempo indeterminado después de la muerte celular. En el escrito se utiliza
la palabra fitoquimica para referir a los compuestos que se producen durante el metabolismo
secundario; alcaloides, fenoles, terpenos, sikimatos, acetatos, esteroides (Bruneton, 2001).
Tipo de suelo, humedad, temperatura, evapotranspiracion.

Conocidos popularmente como ronrones, sanjuaneros, toritos, chonchos, temoles, mayates
etc.

En la agregacion larval intervienen directamente la oviposicién de las hembras hacia dentro
de las parcelas, la cuallos insectos fueron citados en orden de acuerdo a la sensibilidad
mostrada a los extractos. estd estrechamente relacionada a la materia organica y
caracteristicas fisico quimicas del suelo, a la estructura del paisaje (Sweetman, 1927;
Szendrei e lIsaacs, 2005), cobertura vegetal (Rodriguez del Bosque, 1984) y estimulos
visuales (Harris y Rose, 1990; Szendrei e Isaacs, 2005).

Compuestos secundarios que actian como neurotoxinas contra los insectos.

los insectos fueron citados en orden de acuerdo a la sensibilidad mostrada a los extractos.
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