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En este estudio se evalud el potencial insecticida de infusiones de
Clinopodium gilliesii (Benth.) Kuntze ("mufna muna") sobre Acanthoscelides

Periodo de Publicacion: . . .. .. .
obtectus (Say), asi como su seguridad y concentracion toxicologica mediante

Junio 2026 bioensayos en Lactuca sativa L. y Allium cepa L. Se prepararon infusiones

acuosas de C. gilliesii (Benth.) Kuntze a diferentes concentraciones (5, 15,
Historial: 30, 40, 80 g L"), junto a controles negativo (agua destilada) y positivo
Recibido: Marzo 2026 (EDTA). Se determino el porcentaje de inhibicion de la germinacion en L.
Aceptado: Junio 2026 sativa L., el indice mitdtico en A. cepa L. Posteriormente, se seleccionaron

concentraciones de 80, 100 y 120 g L-* de C. gilliesii (Benth.) Kuntze para
evaluar su actividad insecticida sobre adultos de A. obtectus (Say) tras un
periodo de exposicion de 24 horas. Los datos fueron analizados con Kruskal-
Wallis y comparaciones maltiples (p<0,05). Los resultados mostraron un
efecto dosis-dependiente en todos los ensayos: en L. sativa L., la inhibicion
de germinacion aumento6 desde 3% (5 g L-") hasta 96% (80 g L"); en A. cepa
L., el indice mitotico se redujo desde 15,6% (5 g L") hasta 1,04% (80 g L™").
La concentracion de 5 g L' no present6 diferencias significativas con el
control negativo en los bioensayos vegetales, identificandose como umbral
de seguridad. En el ensayo insecticida, la mortalidad de A. obtectus (Say)
alcanzo 58% a 100 g L'y 85% a 120 g L', con diferencias significativas
respecto al control negativo. Se concluye que C. gilliesii (Benth.) Kuntze
posee actividad insecticida promisoria sobre A. obtectus (Say) y que la
concentracion de 100 g L™ es la que ofrece mejor balance entre eficacia y
seguridad toxicologica.

Palabras claves: Allium cepa, indice mitotico, Lactuca sativa, umbral de
seguridad
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SUMMARY

This study evaluated the insecticidal potential of Clinopodium gilliesii
(Benth.) Kuntze ("mufia mufa") infusions against Acanthoscelides obtectus
(Say), as well as their safety and toxicological concentration, using bioassays
on Lactuca sativa L. and Allium cepa L. Aqueous infusions of C. gilliesii
(Benth.) Kuntze were prepared at different concentrations (5, 15, 30, 40, 80
g L"), along with negative (distilled water) and positive (EDTA) controls.
The percentage of germination inhibition in L. sativa L. and the mitotic
index in A. cepa L. were determined. Subsequently, concentrations of 80,
100, and 120 g L™ of C. gilliesii (Benth.) Kuntze were selected to evaluate
their insecticidal activity against adult A. obtectus (Say) after a 24-hour
exposure period. Data were analyzed using the Kruskal-Wallis test and
multiple comparisons (p<0.05). Results showed a dose-dependent effect in
all assays: in L. sativa L., germination inhibition increased from 3% (5 g L")
t0 96% (80 g L); in A. cepa L., the mitotic index decreased from 15.6% (5 g
L-") to 1.04% (80 g L™'). The concentration of 5 g L™ showed no significant
differences compared to the negative control in the plant bioassays, and
was identified as the safety threshold. In the insecticide assay, mortality
of A. obtectus (Say) reached 58% at 100 g L-* and 85% at 120 g L', with
significant differences compared to the negative control. It is concluded
that C. gilliesii (Benth.) Kuntze has promising insecticidal activity against A.
obtectus (Say), with the concentration of 100 g L-" offering the best balance
between efficacy and toxicological safety.

Keywords: Allium cepa, mitotic index, Lactuca sativa, safety threshold

INTRODUCCION

La agricultura constituye el principal motor de crecimiento economico para los paises en desarrollo. En
Ameérica Latina, este sector ha experimentado una notable expansion en las ultimas décadas, impulsado
por una creciente demanda mundial de alimentos y bioproductos (Garcia, Pérez & Salcedo, 2020). En este
contexto, Argentina desempena un papel estratégico, donde el sector agricola no solo es vital para la
economia nacional, sino también para la sustentabilidad de las economias regionales.

Un cultivo de gran relevancia en este escenario es el poroto comin Phaseolus vulgaris L., cuya
produccion se destaca en el Noroeste Argentino por sus altos rendimientos (Ministerio de Agricultura,
Ganaderia y Pesca [MAGyP], 2023). Sin embargo, la sustentabilidad de esta produccion se ve amenazada
tras la cosecha, durante el almacenamiento. Los granos quedan expuestos al ataque de plagas que pueden
deteriorar su calidad y reducir significativamente los volimenes disponibles, una problematica que a
nivel mundial representa pérdidas de 5% y el 10% de la produccion total de granos (Permuy Abeleira,
Chaveco Pérez, Gonzalez Ferrer, Garcia Sanchez y Hidalgo Figueroa, 2008)

Para el poroto almacenado, la amenaza mas destructiva es el briquido del poroto, Acanthoscelides
obtectus (Say), plaga capaz de provocar pérdidas que superan el 20% de la produccion. Su éxito biologico
se sustenta en una bioecologia altamente eficiente: bajo condiciones optimas de temperatura y
humedad, su ciclo vital se completa en aproximadamente 30 dias, lo que permite el desarrollo de seis o
mas generaciones anuales que transcurren de manera continua tanto en el cultivo en campo como en el
grano almacenado. Esta elevada capacidad reproductiva, sumada a su aptitud para entrar en diapausay
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su resistencia a condiciones adversas, posiciona a este insecto como un desafio fitosanitario complejo
para la sustentabilidad de la produccion leguminosa (Armenta Lopez, 2024).

Acanthoscelides obtectus presenta una notable adaptabilidad estacional y reproductiva que lo
consolida como un desafio fitosanitario complejo debido a su capacidad de entrar en diapausay su alta
tasa de multiplicacion. Su comportamiento biologico incluye una fase de inactividad invernal dentro de
la semilla y una dispersion bifasica en primavera hacia cultivos y almacenes (Gallardo et al., 2022).

La estrategia de oviposicion de esta plaga se adapta al entorno: en el campo, las hembras perforan las
vainas, mientras que en el almacenamiento depositan hasta 200 huevos directamente sobre el grano. El
dano al endospermo es irreversible provocado por la especializacion morfologica de la larva (oligopoda
en el 1er estadio), la cual penetra la testa en su fase movil para luego transformarse en una larva apoda
de habito alimenticio interno. El ciclo de vida, caracterizado por su alta eficiencia, culmina tras una fase
de pupa con la emergencia del adulto o imago, el cual reinicia el ciclo infectivo que puede generar mas
de seis generaciones anuales (Gallardo et al., 2022).

La gestion de A. obtectus constituye un desafio fitosanitario complejo, debido principalmente por
su capacidad destructiva en el poroto almacenado y su resistencia a condiciones adversas. Dado que
el control quimico convencional presenta severas limitaciones derivadas de su impacto ambiental y los
riesgos criticos para la salud humana (Medina, 2021), resulta imperativo el desarrollo de alternativas
sostenibles. En este escenario, los insecticidas botanicos emergen como una solucion estratégica y
biodegradable, alineada con los principios del manejo integrado de plagas y la seguridad alimentaria.
Particularmente, las infusiones de Clinopodium gilliesii (Benth.) Kuntze, conocida como “mufia mufia” se
posicionan como una alternativa promisoria por su biodegradabilidad y baja toxicidad reportada para
mamiferos (Lizana & Riva, 2021; Allen & Thomas, 2021). No obstante, para que esta opcion sea viable,
su validacion cientifica debe integrar evaluaciones sistematicas de seguridad fitotoxica y citotoxica
mediante bioensayos estandarizados, garantizando asi que las dosis efectivas para el control de la plaga
no representen un riesgo para el entorno ambiental.

En este sentido, la determinacion de la citotoxicidad utilizando indicadores biologicos sensibles
como Allium cepa L. (cebolla) y Lactuca sativa L. (lechuga) resulta fundamental para validar la seguridad
de nuevos insecticidas botanicos. La seleccion de estos modelos se justifica cientificamente por
su estandarizacion internacional, bajo costo y alta sensibilidad, permitiendo una vision integral de
la toxicidad. Estos bioensayos proporcionan evidencia directa sobre los efectos potenciales de las
concentraciones efectivas, permitiendo detectar desde la inhibicion de la germinacion hasta danos a
nivel celular y alteraciones en el indice mitotico. Evaluar la inocuidad de las infusiones de C. gilliesii
mediante metodologias estandarizadas, como el test de germinacion y el test de Allium, asegura que las
dosis aplicadas resulten seguras para el entorno agricola, respaldando su implementacion dentro de un
marco de manejo integrado de plagas sostenible (Hernandez Martinez et al., 2016).

El objetivo general de este trabajo fue evaluar el potencial insecticida de las infusiones de Clinopodium
gilliesii (Benth.) Kuntze sobre Acanthoscelides obtectus (Say) y determinar su seguridad fitotoxica
y citotoxica mediante indicadores vegetales. Como objetivos especificos se plantearon: i) evaluar
concentraciones citotoxicas en extractos de C. gilliesii mediante los indicadores L. sativa y A. cepa; ii)
Determinar la eficacia biologica del extracto mediante el analisis del porcentaje de mortalidad de adultos
de A. obtectus en condiciones de almacenamiento; y iii) evaluar el comportamiento del insecto adulto en
respuesta a la concentracion efectiva de Clinopodium gilliesii (Benth.) Kuntze .

MATERIALES Y METODOS

Lugar y enfoque de la investigacion La presente investigacion se ejecuto en el Laboratorio de Analisis
Genético de la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional de Jujuy. El estudio se enmarca
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dentro del enfoque cuantitativo con alcance exploratorio-descriptivo y comparativo, orientado a evaluar
el potencial bioplaguicida de C. gilliesii sobre el briiquido del poroto (A. obtectus), asi como su seguridad
toxicologica inicial. El diseno de investigacion corresponde al transversal-comparativo, evaluando los
efectos de diferentes concentraciones sobre las variables de respuesta biologica: porcentaje de inhibicion
de geminacion en L. sativa, indice mitotico (IM) en A. cepa y mortalidad de adultos de A. obtectus.

Material Vegetal Los ejemplares de la especie vegetal C.gilliesii fueron adquiridos en el comercio de
plantas medicinales. La denominacion y nomenclatura de la especie fue verificada y validada utilizando
las bases de datos en linea de la Flora Argentina (Instituto de Botanica Darwinion [IBODA], s.f.a) y el
Catalogo de las Plantas Vasculares del Cono Sur (IBODA, s.f.b).

Para la obtencion de las infusiones, se utilizaron erlenmeyers previamente esterilizados en autoclave.
Se pesaron las partes aéreas (hojas y flores) de la planta de acuerdo con las concentraciones requeridas
para los bioensayos: 5, 15, 30, 40, 80 g L-* (para el ensayo L. sativay A. cepa) 80,100y 120 g L-* (para el ensayo
A. obtectus). Posteriormente, se afnadio agua destilada a temperatura de ebullicion sobre el material
vegetal pesado y se dejo reposar durante 10 minutos para permitir la extraccion de los compuestos
activos. Una vez que las soluciones alcanzaron la temperatura ambiente, se procedio a su filtrado para
ser utilizadas de manera inmediata en los ensayos de fitotoxicidad, citotoxicidad y actividad insecticida.

A- Evaluacion de citotoxicidad con indicadores de L. sativa y A. cepa.

Tratamientos y Controles: Para el estudio se evaluaron los siguientes tratamientos: Control negativo
(agua destilada); Control positivo (EDTA); y cinco concentraciones de infusion acuosa de C. gilliesii: 5, 15,
30, 40,80 g L.

Bioensayo en L. sativa: Se colocaron veinte semillas en cada caja Petri sobre un disco de papel de filtro
saturado con 3 mL de los tratamientos, con cinco repeticiones por tratamiento. Las cajas se incubaron a
una temperatura de 22 + 2 °C durante 120 horas (cinco dias). Finalizado el periodo, se evalu6 el porcentaje
inhibitorio de germinacion

Bioensayo en A. cepa: Se utilizaron cinco (5) bulbos de cebolla organica por tratamiento, los mismos
fueron colocados en recipientes de modo que el disco caulinar quedara inmerso en cada tratamiento.
Transcurrido el tiempo de exposicion, las raices se fijaron y se realizo una tincion con orceina clorhidrica
aplicando la técnica de aplastado (squash). La evaluacion se realizo mediante observacion microscopica
calculando el indice mitético (IM), definido como el nimero de células en division por cada 1.500 células
totales observadas en cada repeticion

B- Evaluacion de la Mortalidad de A. obtectus

Material Entomologico Se emplearon briquidos de la especie A. obtectus, criados en laboratorio sobre
granos de P. vulgaris. La colonia se mantuvo bajo condiciones controladas para asegurar la disponibilidad
de individuos para los bioensayos

Unidad Experimental y Disefo Se utilizo un diseno experimental completamente aleatorizado. La
unidad experimental consistio en cajas de Petri con orificios de ventilacion, conteniendo diez briquidos
adultos cada una. El ensayo comprendio un total de veinte unidades experimentales, distribuidas en
cuatro tratamientos con cinco repeticiones cada uno. Los tratamientos consistieron en: Control negativo
(agua destilada) e infusiones de C. gilliesii a concentraciones de 80, 100 y 120 g L-". Estas concentraciones
fueron seleccionadas con el criterio de utilizar la maxima concentracion del ensayo de L. sativa y A. cepa
para arriba, el mismo justifica que se realizaron pruebas preliminares con las concentraciones menores
a80gL", las que evidenciaron mortandades inferiores a la CL50.
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Procedimiento de Aplicacion, Observacion Conductual y Evaluacion de la Mortalidad Para la aplicacion
empleo la técnica de contacto sobre superficie tratada. En cada caja de Petri (unidad experimental), se
coloco undisco de papel defiltro de dimensiones acordes a la base, el cual fue impregnado uniformemente
con 3 mL de la infusion de C. gilliesii en sus respectivas concentraciones (80, 100y 120 g L™'). Una vez que
el papel alcanzo una humedad estable, se introdujeron diez adultos de A. obtectus por cada una de las
cinco repeticiones.

Para cada réplica, se registro el porcentaje de individuos muertos en comparacion con el total de
briquidos expuestos a las 24 horas posteriores a la aplicacion. De manera complementaria, se llevo a
cabo un registro sistematico de las alteraciones etologicas y morfofisiologicas mediante observacion
directa de los ejemplares en cada unidad experimental.

Las observaciones se realizaron con una frecuencia periodica a las 1, 6, 12 y 24 horas tras el inicio del
tratamiento, utilizando una lupa estereoscopica para el detalle morfologico. Se evaluaron cualitativamente
las siguientes variables y criterios:

Locomocion: Se registro la presencia de coordinacion motriz, movimientos erraticos y niveles de
actividad general.

Afectacion neuromuscular: Se detecto la presencia de temblores musculares o espasmos.

Cambios fisicos macroscopicos: Se evalud la turgencia del tegumento (signos de desecacion) y la
opacidad en el brillo de los ojos compuestos.

Criterio de mortalidad: Se consideraron como individuos muertos a aquellos ejemplares que
presentaron inmovilidad total y ausencia de respuesta ante estimulos mecanicos externos realizados
con un pincel de cerdas finas.

Todas estas observaciones se realizaron en comparacion constante con los individuos del grupo
control negativo para validar que las alteraciones detectadas fueran inducidas exclusivamente por el
extracto de C. gilliesii y no por factores ambientales del ensayo.

Analisis estadistico de los datos Los datos fueron analizados con el software Infostat version 2020
(Di Rienzo et al., 2020). Se evaluaron los supuestos de normalidad (Shapiro-Wilks) y homocedasticidad
(Levene). Dado que los datos no cumplieron con los supuestos paramétricos, se empled la prueba de
Kruskal-Wallis y un analisis de comparaciones multiples, considerando un nivel de significancia de p <
0,05.

RESULTADOS

A- Bioensayo en L. sativa y A. cepa en C. gilliesii: Efecto de los Tratamientos en el porcentaje de
inhibicion en la germinacion y el Indice mitético

El analisis estadistico mediante la prueba de Kruskal-Wallis revelo diferencias altamente significativas
entre los tratamientos para ambos bioindicadores vegetales (Tabla 1). En el ensayo de L. sativa L., se
evidencio un efecto diferencial sobre la inhibicion de la germinacion (H = 31,59; p < 0,0001), lo que indica
que al menos una de las concentraciones evaluadas difiere estadisticamente de las demas. De manera
similar, en el bioensayo de A. cepa L., la prueba confirmé que la concentracion del extracto de C. gilliesii
afecta significativamente la actividad mitotica en las células meristematicas (H = 32,16; p < 0,0001),
demostrando un impacto directo del extracto sobre la proliferacion celular en este modelo.
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En cuanto a los resultados de fitotoxicidad en L. sativa L., no se observaron diferencias significativas
entre el control negativo (C-) y las concentraciones de 5g L'y 15 g L™ (Grupo A), lo que demuestra que,
a bajas concentraciones, el efecto inhibitorio del tratamiento no es superior al del control negativo (C-
), manteniendo niveles minimos de inhibicion de la germinacion. Por su parte, para la variable indice
Mitotico (IM) en A. cepa L., el control negativo (C-) present6 un IM del 16,00%, valor representativo de la tasa
de proliferacion celular en condiciones normales. De manera consistente con el ensayo de germinacion,
la concentracion mas baja evaluada (5 g L") mostro un IM de 15,6% sin diferencias significativas respecto
al control.

En el bioensayo de fitotoxicidad con L. sativa L., la dosis de 30 g L™ exhibido un comportamiento
de inhibicion intermedia, situandose en un grupo de significancia solapado (Grupo AB). Esta posicion
estadistica indica que su efecto fue superior al registrado en las concentraciones basales (5y 15 g L"),
aunque resulto significativamente menor al de los tratamientos C+ 40y 80 g L. De manera concordante,
los resultados de citotoxicidad en A. cepa L. revelaron que a concentraciones de 15g L""y 30 g L' se
produjeron indices mitoticos (IM) de 10,40% y 3,80%, respectivamente. Ambos valores se agruparon en
una misma categoria estadistica (Grupo B) y resultaron significativamente inferiores al control negativo
(IM = 16,00%).

En cuanto a las concentraciones de 40 g L'y 80 g L' en el ensayo de L. sativa L., estas no presentaron
diferencias significativas entre si y resultaron estadisticamente tan efectivas como el control positivo
(C+) para inhibir la germinacion. Estos niveles de respuesta evidencian una elevada fitotoxicidad
sobre el bioindicador a dichas dosis. De manera analoga, en el modelo de A. cepa L., estas mismas
concentraciones indujeron una marcada reduccion del indice mitotico (IM), registrando valores de 1,98% y
1,04%, respectivamente. Dichos tratamientos se integraron al Grupo A junto con el control positivo (C+, IM
= 1,94%), conformando el conjunto con la menor actividad mitética y diferenciandose significativamente
tanto del control negativo como de las dosis inferiores. Este comportamiento confirma la induccion de un
efecto citotoxico severo en el meristemo radicular a partir de los 40 g L.

Tabla 1: Medidas descriptivas del “porcentaje de inhibicion en la germinacion” en L. sativa e “indice mitotico” en A. cepa a
diferentes concentraciones de “C. gilliesii”. El analisis estadistico muestra la diferencia de los tratamientos, con un p-value

< 0,0001.
Ensayo de L. sativa
. N Ensayo de A. cepa
porcentaje de inhibicion en la . s
L indice mitotico
germinacion
Tratamiento N Medias D.E Medianas H Medias D.E Medianas H

15 5 11,80 5,59 10,00 31,59 10,40 1,82 11,00 32,16
30 5 72,20 2,28 72,00 3,80 0,49 3,90
40 5 87,60 2,61 88,00 1,98 0,20 1,90
5 5 3,00 4,47 0,0 15,60 114 16,00
80 5 96,00 1,22 96,00 1,04 0,05 1,00
C- 5 2,00 447 0,0 16,00 1,58 16,00
C+ 5 87,20 1,79 86,00 1,94 0,11 1,90
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L. sativa, porcentaje de inhibicion en la germinacion

Trat. Medias Ranks
C- 2,00 5,50 A
5 3,00 6,40 A
15 11,80 12,10 A
30 72,20 18,00 A
C+ 87,20 25,20
40 87,60 25,80
80 96,00 33,00
A. cepa, indice mitético
Trat. Medias Ranks
80 1,04 3,00 A
c+ 1,94 10,40 A B
40 1,98 10,60 A B
30 3,80 18,00 B C
15 10,40 23,00 B C D
5 15,60 30,10 C D
C- 16,00 30,90 D

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

En concordancia con el analisis estadistico, los resultados representados en el Grafico N° 1 evidencian
una marcada relacion dosis-respuesta en el bioensayo con L. sativa L. El porcentaje de inhibicion de la
germinacion se incremento de manera consistente con la concentracion del tratamiento, ascendiendo
desde un 3,00% en la dosis de 5 g L hasta alcanzar un 96,00% a 80 g L™". Esta tendencia monotonica
creciente fue validada por el analisis de agrupamiento, que permitid ordenar secuencialmente los
tratamientos segln su grado de fitotoxicidad sobre el indicador.

De manera analoga, la evaluacion del indice mitotico (IM) en A. cepa L. expuesto a las infusiones de C.
gilliesii reveld un claro efecto dosis-dependiente (Grafico N° 2), donde el incremento en la concentracion
se asocio con una disminucion progresiva de la actividad mitotica. El control negativo (C-) registro un IM
de 16,00%, valor que representa la tasa basal de proliferacion celular en condiciones normales para el
meristemo radicular. La concentracion de 5 g ™" mostro un IM de 15,60%, sin diferencias significativas
respecto al control, lo que sugiere que a esta dosis el extracto no ejerce efectos citotoxicos aparente. Sin
embargo, a medida que la concentracion aumento, se observo una reduccion significativa del IM. Esta
tendencia se acentu6 drasticamente a 30 g L', donde el IM se redujo a 3,80%, evidenciando un impacto
citotoxico considerable. Finalmente, las concentraciones de 40y 80 g L' indujeron los valores mas bajos
de actividad mitotica, con 1,98% y 1,04% respectivamente. Estos registros resultaron incluso inferiores a
los del control positivo (C+, 1,94%), lo que demuestra un efecto citotoxico severo a dosis elevadas.
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En conjunto, los resultados confirman que el extracto de C. gilliesii posee una actividad citotoxica
sobre el sistema meristematico de A. cepa de caracter dosis-dependiente, con un umbral de accion
situado entre los 5y 15 g L', y una eficacia maxima a partir de los 40 g L™".
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Grafico 1: Citotoxicidad C. gilliesii a diferentes cocnetraciones sobre L. sativa
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Grafico 2: Porcentaje de citotoxicidad o indice mitotico en A. cepa sometido a diferentes concentraciones de C. gilliesii
B-Evaluacion de la Mortalidad de A. obtectus
La infusion de C. gilliesii demostro una actividad insecticida significativa y dosis-dependiente sobre
A. obtectus (H = 19,95; p = 0,0005). Los resultados revelan una correlacion directa entre el incremento
de la concentracion y el porcentaje de mortalidad a las 24 horas de exposicion (Grafico N°3), partiendo

de una mortalidad basal nula en el control negativo (C-) 0,40% hasta alcanzar niveles maximos en los
tratamientos superiores (Tabla N° 2).
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La concentracion de 80 g L™' mostrd una efectividad limitada 16,00% sin diferencias estadisticas
respecto al control, las concentraciones de 100 g L' y 120 g L™ indujeron una respuesta biologicamente
relevante, eliminando al 58,00% y 84,00% de la poblacion, respectivamente.

Estadisticamente, la concentracion de 120 g L' conformé el grupo de maxima eficacia (Grupo C),
diferenciandose significativamente de la base experimental y de la dosis de 80 g L™". Estos hallazgos
posicionan a las concentraciones mas elevadas como herramientas eficaces para la interrupcion del ciclo
biologico del imago antes de la colonizacion irreversible del grano

Tabla 2: Porcentaje de mortalidad de A. obtectus expuesto a diferentes concentraciones de la infusion de C. gilliesii a
las 24 horas, incluyendo estadisticos descriptivos y grupos de significancia (prueba de Kruskal-Wallis, p < 0,05).

Tratamiento N Medias D.E Medianas H P

100 5 58,00 10,95 60,00 19,95 <0,0005
120 5 84,00 25,10 90,00

80 5 16,00 5,48 20,00

C- 0,40 0,55 0,00
Trat Medias Ranks

C- 0.40 3,00 A

80 16,00 8,00 A B
100 58,00 17,00 B
120 84,00 21,20

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

100,001

75,00

50,004

% de mortandad

25,001

0,00 .
c- 80 100 120

Tratamiento

Grafico 3: Porcentaje de mortandad de A. obtectus expuesto a diferentes concentraciones de la infusion C. gilliesii a las 24
horas de exposicion.
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Evaluacion del comportamiento de A. obtectus en respuesta a la concentracion efectiva de C. gilliesii

Los ejemplares de A. obtectus expuestos al extracto de C. gilliesii en condiciones de laboratorio
mostraron una sintomatologia claramente distinguible. Inmediatamente después de la aplicacion del
tratamiento, se observaron alteraciones comportamentales caracterizadas por pérdida de coordinacion
motriz, locomotividad erratica y disminucion progresiva de la actividad, hasta alcanzar un estado de
inmovilidad total. Simultaneamente, se presentaron temblores musculares generalizados y espasmos
progresivos, horas posteriores a la exposicion experimentaron un acelerado proceso de desecacion,
evidenciado por la pérdida total de turgencia y una notable palidez del tegumento. Adicionalmente, se
registro una marcada alteracion morfolégica a nivel ocular: el caracteristico brillo del ojo compuesto
presente en individuos no tratados se tornd completamente opaco en los organismos expuestos (Figura
N° 1). En contraste, los individuos del grupo control negativo (no expuestos al extracto) permanecieron
sin alteraciones morfologicas, fisiologicas ni comportamentales durante todo el periodo de observacion,
manteniendo su locomocion normal, turgencia, coloracion y brillo ocular caracteristicos.

Palidez del brillo ocular

Extremidades contraidas y
encogidas apretadas contra
su propio cuerpo

Opacidad en el tegumento,
por pérdida de turgencia y
desecacion

Figura 1: Fotografias de adultos de A. obtectus (escala Tmm): A) normal (tratamiento control), B) Efecto del extracto de
C. gilliesii en condiciones de laboratorio, mostrando desecacion completa, palidez del tegumento, opacidad ocular y

extremidades contraidas.

DISCUSION

La convergencia de resultados entre ambos bioensayos vegetales resulta particularmente relevante
tanto en L. sativa como en A. cepa, la concentracion de 5 g L se identifico como un umbral de seguridad
biologica, sin efectos significativos sobre la germinacion ni la proliferacion celular. Esta consistencia entre
una especie dicotiledonea (Lactuca) y una monocotiledonea (Allium) fortalece la validez de los hallazgos
y sugiere que los mecanismos de toxicidad del extracto operan a nivel celular de manera transversal en
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el reino vegetal (Fiskesjo, 1985).

En el bioensayo de fitotoxicidad sobre L. sativa, la infusion de C. gilliesii en dosis bajas del extracto
no compromete la viabilidad de las semillas. Este comportamiento es consistente con lo reportado por
Bogatek et. al, (2006), quienes documentaron que extractos vegetales ricos en metabolitos secundarios
pueden exhibir efectos alelopaticos dosis-dependientes, donde concentraciones subletales no afectan
la germinacion mientras que dosis elevadas interfieren con procesos fisiologicos como la actividad
enzimatica y la permeabilidad de las membranas seminales.

Paralelamente, el ensayo de citotoxicidad en A. cepa reveld que el extracto de C. gilliesii afecta
significativamente la actividad mitotica en células meristematicas con una reduccion progresiva del
indice mitotico (IM) al aumentar la concentracion de C. gilliesii Esta fuerte inhibicion de la division celular
podria estar vinculada a mecanismos como la interferencia en la sintesis de ADN, alteraciones en el huso
mitotico o la induccion de procesos de muerte celular programada. Esta respuesta es comparable con los
hallazgos de Fiskesjo (1985) y Andrioli & Mudry (2011), quienes establecieron que la reduccion del IM en A.
cepa constituye un biomarcador sensible de toxicidad, asociado a mecanismos como la interferencia en
la sintesis de ADN, la inhibicion de la polimerizacion de microtibulos o la induccion de estrés oxidativo.

Respecto a la actividad insecticida sobre A. obtectus, la infusion de C. gilliesii exhibio un efecto letal
dosis-dependiente (H = 19,95; p = 0,0005). Las concentraciones de 100 y 120 g L™ indujeron los niveles
de mortalidad mas elevados, con valores de 58,00% y 84,00% respectivamente. La dosis de 120 g L' se
consolidé como la de maxima eficacia (Grupo C), superando significativamente al resto de los tratamientos.
La sintomatologia detectada caracterizada por; pérdida de coordinacion motriz, temblores y espasmos
proporciona evidencia de un efecto neurotoxico, complementado por un proceso posterior de desecacion
y pérdida de turgencia. Estas alteraciones morfofisiologicas sugieren que el extracto de C. gilliesii induce
la muerte del insecto mediante una disfuncion neuronal y cambios criticos en la permeabilidad cuticular.

EL analisis integrado de los tres ensayos permite identificar la ventana de concentraciones con
potencial aplicacion biotecnologica. Si bien las evaluaciones de seguridad en L. sativa y A. cepa se
realizaron hasta un maximo de 80 g L', la marcada tendencia dosis-dependiente observada permite
inferir que las concentraciones de 100 y 120 g L"* mantienen un perfil de alta fitotoxicidad y citotoxicidad,
considerando que a 80 g L™" ya se registro una inhibicion de la germinacion del 96,00% y una reduccion
severa del indice mitotico al 1,04%.

Bajo este escenario, la concentracion de 100 g L' emerge como el candidato optimo para el manejo de
la plaga, no por una baja toxicidad vegetal, sino por ser el umbral de eficacia biologica: es la dosis minima
evaluada que logra una mortalidad superior al 50% (58,00%) en A. obtectus, superando significativamente
la efectividad limitada (16,00%) observada a 80 g L™". Por su parte, la concentracion de 120 g L-" ofrece la
maxima capacidad disruptiva con un 84,00% de mortalidad.

Este patron de bioactividad del género Clinopodium se sustenta en la presencia de metabolitos
secundarios como timol, carvacrol, p-cimeno y y-terpineno, cuya actividad insecticida sobre coledpteros
mediante mecanismos neurotoxicos y alteracion de la cuticula ha sido ampliamente documentada
(Ebadollahi, Ziaee & Palla, 2020). La presencia de estos compuestos en C. gilliesii ha sido reportada
previamente por Viturro et al,, (2007) y Massuh et al., (2017), lo que refuerza la hipotesis de que los
efectos letales y las alteraciones conductuales observadas (pérdida de coordinacion y desecacion) son
atribuibles a la fraccion volatil y a los terpenos del extracto.

Futuras lineas de investigacion deberan trascender el tamizaje inicial para enfocarse en la
estandarizacion y escalabilidad del biopesticida. Resulta prioritario caracterizar el perfil fitoquimico de
los extractos para correlacionar la abundancia de metabolitos secundarios con la eficacia observada,
garantizando asi la estabilidad biologica del producto. Asimismo, para su transferencia al manejo
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integrado de plagas, es imperativo determinar la persistencia de la infusion en condiciones reales de
acopio y su inocuidad sobre la fauna benéfica; estas validaciones a mayor escala permitiran consolidar a
C. gilliesii como una alternativa competitiva y sustentable frente a los insecticidas sintéticos tradicionales

CONCLUSIONES

El presente estudio demuestra que la infusion de Clinopodium gilliesii (Benth.) Kuntze posee una
actividad insecticida eficaz contra Acanthoscelides obtectus (Say), actuando mediante un efecto dosis-
dependiente que induce alteraciones neurotoxicas y un proceso de desecacion en los ejemplares
tratados. Se propone su implementacion como una herramienta estratégica para la etapa de poscosecha,
especificamente orientada a la proteccion de granos de poroto (Phaseolus vulgaris L.) durante el
almacenamiento, fase en la cual esta plaga representa la mayor amenaza economica.

La evaluacion integral con indicadores vegetales permitio determinar que, si bien existe un umbral
de seguridad biologica a concentraciones bajas, la dosis de 100 g L' constituye el balance optimo para
el manejo del insecto en almacén, logrando una mortalidad del 58,00% con un perfil de seguridad
toxicologica aceptable. Estas evidencias validan la viabilidad de la "muna muia" como un bioplaguicida
botanico para el tratamiento de granos almacenados, alineado con los principios del manejo integrado
de plagasy el desarrollo agricola sostenible, aportando una alternativa cientifica frente a las limitaciones
del control quimico convencional en la cadena de poscosecha.
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