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POTENCIAL INSECTICIDA DE Roldana ehrenbergiana (Klatt) H. Rob. & Brettell Y
Asclepias notha W. D. Stevens EN LARVAS DE Culex quinquefasciatus Say

Gabriel Garcia, M.C.
Colegio de Postgraduados, 2009

Las especies Roldana ehrenbergiana (Klatt) H. Rob. & Brettell (Asteraceae) y Asclepias
notha W. D. Stevens (Asclepiadaceea), son plantas que se utilizan por sus propiedades
toxicas en hormigas y para obtener una goma natural, respectivamente, ésta ultima,
sintetiza compuestos toxicos que pueden ser perjudiciales para ciertos insectos. Sin
embargo, se desconoce la actividad insecticida de R. ehrenbergiana y A. notha en
plagas de interés agricola o sanitaria. Ante estas interrogativas, la presente
investigacion tuvo como objetivo evaluar el potencial insecticida de R. ehrenbergiana y
A. notha, utilizando larvas en cuanto instar tardio de Culex quinquefasciatus Say
(Diptera: Culicidae). Para ello se prepararon extractos de diferentes érganos de la
planta (flor, fruto, hoja, raiz y tallo), utilizando disolventes como agua destilada,
aguardiente de cafa, diclorometano, etanol 96 % y hexano, en material vegetal
procedente de dos colectas (con y sin estrés hidrico), bajo dos formas de uso (fresco y
seco), evaluado dos grupos de dosis, las cuales se ubicaron en los rango de 0.0001 a
20 % y de 1 a 20 % para determinar la Dosis Letal Media (DLsp), en los extractos
sobresalientes, como indicador para evaluar su efectividad insecticida. Se colocaron 20
larvas en vasos que contenian 100 mL de agua destilada, al cual se le agregé 1 mL de
la dosis a evaluar, realizando 5 repeticiones y un testigo. La mortalidad se registro a las
24 h. Los resultados obtenidos indicaron que R. ehrenbergiana presenté fuerte actividad
insecticida sobre C. quinquefasciatus, causando una mortalidad de 100 % comparado
con el 55y 74 % provocado por A. notha a dosis del 20 %. La raiz de R. ehrenbergiana
fue el érgano con mayor toxicidad, mientras que en A. notha fueron la hoja y tallo. El
etanol 96 % fue el disolvente mas apropiado para la extraccion de los compuestos
presentes en raiz de R. ehrenbergiana, en contraste, el agua destilada fue la mejor
opcidon en A. notha. En ambas especies, la actividad insecticida se incremento al utilizar
material en forma seca. La mayor toxicidad de R. ehrenbergiana se presentd en raiz
seca colectada en época de lluvia, obteniendo una DLsy de 2.5%. El efecto tdxico en R.
ehrenbergiana se atribuyé a compuesto de tipo terpenos, mientras que en A. notha, la
actividad no es provocado por cardendlidos.

PALABRAS CLAVE: Roldana ehrenbergiana, Asclepias notha, Culex quinquefasciatus,
extractos acuosos-alcohdlicos, actividad insecticida, terpenos.



POTENTIAL INSECTICIDE OF Roldana ehrenbergiana (Klatt) H. Rob. & Brettell
AND Asclepias notha W. D. Stevens IN LARVAE OF Culex quinquefasciatus Say

Gabriel Garcia, M.C.
Colegio de Postgraduados, 2009

The Roldana ehrenbergiana (Klatt) H. Rob. & Brettell (Asteraceae) and Asclepias notha
W. D. Stevens (Asclepiadaceea) are plants used for their toxic properties in ants and to
obtain a natural chewing gum, respectively. The A. notha synthesize toxic compounds
that may harm to insects. However, was ignored the insecticidal effect of R.
ehrenbergiana and A. notha on agricultural or health pests. With these questions, in this
research was evaluated the insecticide effect from R. ehrenbergiana and A. notha in late
IV instar larvae of Culex quinquefasciatus Say (Diptera: Culicidae). The extracts were
prepared from different organs (flower, fruit, leaf, root and stem), using five solvents
(distilled water, alcohol of cane, dichloromethane, 96 % ethanol and hexane) in two
samplings (with and without water deficit stress), in two forms of use (fresh and dry
material) and tested two dose groups in the range of 0.0001 to 20% and 1 to 20% for
obtain the lethal average dose (LDsp), in the excellent extracts, as indicator of the
insecticide effect. The 20 larvaes were placed in plastic glasses with 100 mL of distilled
water, later, was added 1 mL of the dose tested, with 5 repetitions. The mortality was
registered at 24 h. The results indicated that R. ehrenbergiana presents older insecticide
activity in C. quinquefasciatus, causing mortality of 100% compared with 55 and 74 % of
A. notha to 20 % dose. The root R. ehrenbergiana is the organ with more toxicity, while
in A. notha were leaf and stem. The 96 % ethanol is the most solvent for extraction of
compounds present in root of R. ehrenbergiana, in contrast, the distilled water was the
best option in A. notha. In both species, the insecticidal activity is increased by using dry
material. The older toxicity in R. ehrenbergiana was presented in dry root collected in the
rainy season, with LDsg of 2.5%. The toxic effect on R. ehrenbergiana was attributed to
terpenes, while in A. notha , the activity is not caused by cardenolides.

INDEX WORDS: Roldana ehrenbergiana, Asclepias notha, Culex quinquefasciatus,
aqueous-alcoholic extracts, insecticidal activity, terpenes.
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INTRODUCCION GENERAL

Desde tiempos remotos el hombre ha aprovechado las plantas para satisfacer sus
necesidades, el uso que ha encontrado ha sido diverso: alimenticio, medicinal,
vestimenta, construccion, colorante, veneno y contra plagas. En esto ultimo, se usaron
como cenizas, humo, aceites, polvos, resinas, extractos y jugos (Rodriguez et al.,
2003). En este sentido, las primeras especies vegetales utilizada como insecticidas
fuero Derris eliptica (Wallich) Benth (Fabaceae), Nicotiana tabacum L. (Solanaceae),
Ryania speciosa Vahl (Flacourtiaceae), Schoenocaulon officinale (Schitdl. & Cham.) A.
Gray ex Benth (Liliaceae), Tanacetum cinerariaefolium Trev (Asteraceae). Actualmente,
otras especies que estan adquiriendo importancia son Allium sativum L. (Liliaceae),
Azadirachta indica A. Juss (Meliaceae), Eucalyptus globosus Labill (Myrtaceae), y
Ricinus communis L. (Euphorbiaceae) debido a que sus compuestos secundarios

muestran propiedad repelente, antialimentaria y/o insecticida (Rodriguez, 2005 y 2006).

No obstante, existen otras especies que no has sido evaluadas, en este sentido, la
presente investigacion abordd el estudio de Roldana ehrenbergiana (Klatt) H. Rob. &
Brettell (Asteraceae) y Asclepias notha W. D. Stevens (Asclepiadaceae) colectadas en
el municipio de San Miguel Tulancingo, Oaxaca, donde se utilizan por sus propiedades
toxicas y para la obtencién de una goma natural, respectivamente. La especie R.
ehrenbergiana se ha reportado que contiene sesquiterpenos de tipo eremofilanos y
furanoemofilanos (Pérez et al., 2005 y 2006), los cuales inhiben la alimentacién de
Myzus persicae Sulzer (Homoptera: Aphididae) y Leptinotarsa decemlineata Say
(Coleoptera: Chysomelidae) (Reina et al., 2001 y 2006), y podrian ser los responsables
de la toxicidad en hormigas defoliadoras (Rodriguez, 1999). Sin embargo, se desconoce
su potencial en otras plagas de interés agricola o sanitaria. En el caso de A. notha, el
latex se utiliza para obtener una goma natural que se consume como chicle en la
Mixteca Alta Oaxaquefia, generando desechos vegetales y sobrenadante que puede
contener compuestos tdxicos perjudiciales para ciertos insectos, entre los que pueden

encontrarse plagas de importancia de agricola o sanitaria.

Ante estas interrogativas, la presente investigacion tuvo como objetivos, evaluar la

actividad insecticida de R. ehrenbergiana y A. notha utilizando como modelo biolégico a
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Culex quinquefasciatus Say (Diptera: Culicidae). Para ello se evaluaron extractos
acuosos, alcohdlicos y organicos de diversas partes vegetales de ambas especies, asi
como del sobrenadante, para determinar el efecto toéxico sobre larvas de cuarto instar
tardio de C. quinquefasciatus, con base en los procedimientos sugeridos por la OMS
(1981) para determinar la susceptibilidad de larvas de C. quinquefasciatus a
insecticidas, tomando en cuenta que en etapa tardia las larvas de este insecto
presentan la mayor resistencia a compuestos téxicos, de manera que el efecto toxico
dara mejor resultado en etapas anteriores (primero, segundo y tercer instar) del
desarrollo del insecto. Asi mismo, C. quinquefasciatus cobra importancia debido al
papel que juega como transmisor de virus causantes de enfermedades, como dengue y
malaria, en humanos. Adicionalmente, se determind el tipo de compuesto involucrado

en la acciodn téxica encontrada en los extractos sobresalientes.



OBJETIVO GENERAL

Objetivo general

* Evaluar la actividad insecticida de extractos vegetales de R. ehrenbergiana y de

A. notha, en larvas de C. quinquefasciatus.

Objetivos particulares

* Evaluar diferentes 6rganos vegetales, disolventes, formas de uso y dosis de R.

ehrenbergiana y A. notha.

* Determinar la DLsy de aquellos extractos que provoquen mortalidad = 50 % sobre

larvas de cuarto instar tardio de C. quinquefasciatus.

* Identificar el grupo fitoquimico al que pertenecen los compuestos presentes en

los extractos sobresalientes de R. ehrenbergiana 'y A. notha.



HIPOTESIS GENERAL

* Las extractos vegetales de R. ehrenbergiana y A. notha provocan mortalidades =

50 % en larvas de cuarto instar tardio de C. quinquefasciatus a dosis < 20 %.
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TOXICIDAD DE EXTRACTOS DE Roldana ehrenbergiana (Klatt) H. Rob. & Brettell
EN LARVAS DE Culex quinquefasciatus Say

2.1. RESUMEN

La especie Roldana ehrenbergiana (Klatt) H. Rob. & Brettell (Asteraceae) tiene efectos
toxicos contra hormigas defoliadoras, sin embargo se desconoce su comportamiento en
otras plagas. Por lo tanto, en la presente investigacion se evalud la actividad insecticida
de R. ehrenbergiana en larvas de cuarto instar tardio de Culex quinquefasciatus Say
(Diptera: Culicidae). Para ello se utilizé material vegetal procedente de dos colectas
(con y sin estrés hidrico), realizando extractos en diferentes 6rganos de la planta (flor,
hoja, raiz y tallo), bajo dos formas de uso (fresco y seco), utilizando cinco disolventes
(agua destilada, aguardiente de cafa, diclorometano, etanol 96 % y hexano), y
evaluando dos grupos de dosis (0.0001, 0.001, 0.01, 0.1, 1,10y 20 %; y 1, 1.4, 2.1, 3.2,
4.6, 4.8, 6.6, 10, 12.1, 14.8 y 20 %) para obtener la Dosis Letal Media (DLsy) como
indicador de la efectividad insecticida de los extractos sobresalientes. Se colocaron 20
larvas en vasos que contenian 100 mL de agua destilada, al cual se le agregé 1 mL de
la dosis a evaluar, realizando 5 repeticiones y un testigo. La mortalidad se registro a las
24 h. Los resultados obtenidos indican que la raiz es el 6rgano donde se concentran los
compuestos toxicos y el etanol 96 % es el mejor disolvente. La mejor condicién es
colectar la raiz en época de lluvia, y luego deshidratarla, logrando con ello una DLsy de
2.5 %, seguida del 5.9 y 9.3 % obtenida en raiz seca y fresca colectada bajo estrés
hidrico. Esta investigacion aporta una alternativa ecoldgica para el control de C.
quinquefasciatus, que puede ampliarse a otras plagas, con compuestos téxicos de tipo

terpenos acumulados en raiz de R. ehrenbergiana.

Palabras claves: Roldana ehrenbergiana, Culex quinquefasciatus, extractos

alcohdlicos-raiz, actividad insecticida, terpenos.



2.2. INTRODUCCION

En la busqueda de alternativas ecoldégicas para el manejo de plagas, tanto de
importancia agricola como médico veterinaria, se han probado diversas sustancias
vegetales, entre las que destacan los sesquiterpenos eremofilanos y furanoemofilanos
de Senecio miser Hook. f. y Senecio poepigii Hook et Arn (Asteraceae) que inhiben la
alimentacion de Myzus persicae Sulzer (Homoptera: Aphididae) y Leptinotarsa
decemlineata Say (Coleoptera: Chysomelidae), a la concentracién efectiva media de
3.49 y 12.24 pg-cm? (Reina et al., 2001 y 2006). Estos tdxicos se han reportado
también en algunas especies de Roldana (Asteraceae) como Roldana aschenborniana
(S. Schauer) H. Rob. & Brettell (Arciniegas et al., 2004), Roldana ehrenbergiana (Klatt)
H. Rob. & Brettell (Pérez et al., 2005 y 2006), Roldana heterogama (Benth.) H. Rob. &
Brettell (Bohlmann y Zdero, 1978) y Roldana sessilifolia (Hook. & Arn.) H. Rob. &
Brettell (Delgado et al., 1991).

Entre estas, R. ehrenbergiana, antes clasificada como Senecio canicidus Sessé & Moc
y después como Senecio ehrenbergianus Klatt (Turner, 2005), es una especie que
afecta a hormigas defoliadoras; se mezcla con aceite de Ricinus communis L.
(Euphorbiaceae), miel, pulpa de toronja, sorgo molido y melaza, para estimular su
ingestidon y causar toxicidad (Rodriguez, 1999). No obstante, se desconoce su potencial
en otras plagas por lo que el objetivo de esta investigacion fue evaluar la actividad
insecticida de extractos de diversos o6rganos, obtenidos con disolventes acuosos,
alcohdlicos y poco polares en larvas de cuarto instar tardio de Culex quinquefasciatus

Say (Diptera: Culicidae).

2.3. MATERIALES Y METODOS

2.3.1. Material vegetal y entomolégico

El material vegetal de R. ehrenbergiana procedié de cuatro colectas (16 de agosto del
2008, 8 y 23 de julio y 19 de agosto del 2009) realizadas en el municipio de San Miguel
Tulancingo, Oaxaca, en el paraje “llano de la hierba” ubicado a 97° 27 LO y 17° 44’ LN,



a 2470 msnm. De éstas, las colectas de agosto del 2008 y 2009 se efectuaron en la
época de canicula, con aproximadamente 15 dias bajo estrés hidrico, mientras que las
colectas de julio se hicieron en época de lluvias. Del material colectado, 3 ejemplares se
prepararon para la determinacion botanica y el resto se utilizé para elaborar los
extractos. Los ejemplares se prensaron, secaron y etiquetaron para la determinacion a
nivel de especie, la cual realizé el Dr. José Luis Villasefior'. Este material se depositd
en el Herbario Nacional de México de la Universidad Nacional Autbnoma de México
(UNAM). El material para los extractos se dividié en dos partes para utilizarlo en fresco
y seco. El material fresco se envolvié en papel periddico y se trasladé en una hielera al
laboratorio de la Bioplanta del Centro Interdisciplinario de Investigaciéon para el
Desarrollo Integral Regional (CIIDIR, Unidad Oaxaca) del Instituto Politécnico Nacional
(IPN) para elaborar los extractos por separado de flor, hoja, raiz y tallo. La otra parte se
seco en una estufa marca Riossa® a 45 °C por 72 h en las instalaciones del Colegio de
Posgraduados, Campus Montecillo; después se procedié a moler cada érgano por
separado (flor, hoja, raiz y tallo) con un molino de grano marca Corona® y el polvo se
almacend en recipientes herméticos de plastico en un lugar seco a temperatura

ambiente, por un lapso no mayor de un mes.

Las larvas de C. quinquefasciatus se obtuvieron de masas de huevos procedentes de
una poblacion de adultos criados en el Laboratorio de Control Bioldgico del CIIDIR-IPN-
Oaxaca, las cuales se colocaron en 20 bandejas de plastico (47x35x12 cm) con agua,
para su eclosion a una temperatura promedio de 25 + 2 °C y una humedad relativa de
60 + 10 %. En estas bandejas emergieron y se desarrollaron las larvas, a las cuales se
les proporciond cada 2 dias alimento para peces previamente molido. Las larvas en
cuarto instar tardio (OMS, 1981) se tamizaron para homogeneizar la poblacién antes de

usarlas en los bioensayos.

2.3.2. Extractos vegetales

El material fresco, el cual se trituré en un mortero de porcelana, y seco se depositaron
en diferentes disolventes: agua destilada (acuoso), aguardiente de cafia Chilapa® y

etanol 96 % (alcohdlicos), diclorometano y hexano (poco polares). Los extractos se

! Investigador en Taxonomia de la familia Asteraceae en México. Instituto de Biologia de la UNAM.
Septiembre del 2009.
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obtuvieron por maceracién a una dosis? inicial del 20 %, que se denomind “solucién
madre”; el macerado se depositd en recipientes de vidrio de 100 mL, donde se dejaron
en reposo durante 24 h a temperatura ambiente, y después se filtraron con Miracloth®.
Al considera los diversos érganos y disolventes, se obtuvieron 40 soluciones madres.
Cuando se us6 diclorometano y hexano, después del filtrado se procedié a evaporar
dichos disolventes en un rotaevaporador Buchi R114® hasta sequedad; el residuo se
resuspendio con 1.5 mL de etanol 96 %, y éste concentrado se conservé en un vial de 2

mL a temperatura ambiente.

Se consideraron dos grupos de dosis. El primer grupo (ventana bioldgica) involucrd
dosis de 0.0001, 0.001, 0.01, 0.1, 1, 10 y 20 %. El segundo (bioensayo) incluyo6 1, 1.4,
21,3.2,4.6,4.8,6.6, 10, 12.1, 14.8 y 20 %. Se realizaron 5 repeticiones en cada dosis
mas un testigo (0 %), al cual sélo se le anadiéo 1 mL del mismo disolvente utilizado en el
extracto. Para la preparacién de las dosis, la solucion madre se diluyé con agua
destilada para obtener la dosis inmediatamente menor, ésta para hacer la siguiente y

asi sucesivamente hasta obtener la menor dosis en cada grupo.

2.3.3. Bioensayos

Se colocaron 20 larvas de cuarto instar tardio de C. quinquefasciatus en vasos Cristal®,
los cuales contenian 100 mL de agua destilada, conformando las unidades
experimentales. Posteriormente se aplicé 1 mL de cada uno de los extractos a la dosis
a evaluar, excepto al testigo. La mortalidad de larvas se registré a las 24 h,
considerando muerta aquella larva que no presenté movimientos normales (OMS,
1981).

2.3.4. Analisis fitoquimicos

Se utilizaron 40 mL del extracto de material vegetal colectado el 8 de julio del 2009. El
extracto etandlico de raiz fresca de R. ehrenbergiana se filtr6 con papel Watman® # 40
para eliminar residuos de raiz; después el etanol se evapord en un rotaevaporador
Buchi R114® hasta un volumen final de 20 mL. Con esta cantidad de extracto, se

implementaron pruebas preeliminares y analisis de cromatografia en capa fina (CCF).

% Es la cantidad de extracto que se aplica a la unidad experimental.



Las pruebas preeliminares se llevaron a cabo en seis tubos de ensayo. A cada tubo se
le agregaron 2 mL del extracto mas los reactivos especificos para detectar alcaloides,
fendlicos, lignanos, saponinas, taninos y terpenos. Al Tubo 1 se le agrego el reactivo de
Dragendorff, el cual en caso de presencia de alcaloides generara un precipitado marron;
el Tubo 2 se agité vigorosamente por 5 min para observar si habia formacién de
espuma tipica de saponinas; al Tubo 3 se afnadié un trocito de cinta de magnesio y 1
mL de HCI concentrado y si generaba una espuma rojiza se tenia evidencia de la
presencia de flavonoides; en el Tubo 4 se observd si habia presencia de pequefas
gotas de aceites o aroma agradable que revelara presencia de aceites esenciales; al
Tubo 5 se le adiciond el reactivo de Lieberman-Buchard (tres gotas de CHCIs;, tres gotas
de anhidrido acético y tres gotas de H,SO,4 concentrado en frio) y si producia un tono
rosa-violeta se demostraba la presencia de terpenos; y al Tubo 6 se le agregaron dos

gotas de FeCls para observar si daba la coloracion violeta tipica para taninos.

En el analisis de CCF se utilizo el residuo que se obtuvo después de evaporar todo el
etanol 96 % presente en el extracto. Se corrieron tres placas en los siguientes medios
de elusion: a) diclorometano:etanol (9:1); b) acido acético:n-butanol:agua (7:2:1); y c)
hexano:acetato de etilo (8:2). Cada una de las placas se revel6 con: a) Dragendorff, b)
FeCls al 3 % y c) Vainillina-acido sulfurico, para detectar: a) alcaloides, b) flavonoides,

taninos y lignanos, y c) terpenos.

2.3.5. Analisis estadisticos

Inicialmente, se seleccionaron los extractos evaluados en la ventana biolégica que
causaron mortalidad = al 50 %. Después, se realiz6 un analisis de varianza y pruebas
de comparacion de medias Tukey (P < 0.05) considerando como tratamientos los
diferentes ambientes y formas de uso del material, en cada dosis de interés; estos
analisis se hicieron considerando un disefio completamente al azar con cinco
repeticiones. Finalmente, los datos obtenidos de los bioensayos, donde se consideré
como tratamiento las diferentes dosis, se les aplicé un analisis PROBIT con el programa
SPSS ver. 15.0, el cual correlaciona la dosis expresada en forma logaritmica (log 10) y

la mortalidad expresada en porcentaje, para obtener la Dosis Letal Media (DLsp).
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2.4. RESULTADOS Y DISCUSION

2.4.1. Toxicidad de 6rganos y efecto de disolventes

En la evaluacion de la efectividad insecticida de los extractos acuosos y alcohdlicos de
flor, hoja, raiz y tallo de R. ehrenbergiana usados en fresco, de plantas colectadas el 8
de julio del 2009 y aplicados a dosis de de 0.0001 a 20 %, se encontr6 que los extractos

alcohdlicos de raiz fueron los unicos que causaron una mortalidad superior a 50 %.

El extracto de raiz en etanol 96 % a 10 y 20 % dio el mejor efecto al provocar 64 y 98
% de mortalidad, respectivamente, en larvas de cuarto instar tardio de C.

quinquefasciatus, y el extracto con aguardiente a 20 % causé 65 % de mortalidad.

La eficiencia del etanol 96 % se mantuvo al compararlo con los disolventes poco
polares (diclorometano y hexano) utilizados en los extractos de raiz seca de R.
ehrenbergiana colectada el 16 de agosto del 2008, la cual fue de 83 y 99 % de
mortalidad a 10 y 20 %, en comparacion a 67 y 40 % de mortalidad causada por el

diclorometano y hexano, respectivamente, a la dosis de 20 %.

La eficiencia de los alcoholes para extraer compuestos sesquiterpénicos concuerda con
lo encontrado por Arciniegas et al. (2004) y Pérez et al. (2006) quienes han aislado e
identificado dichos compuestos en extractos metandlicos. La toxicidad de la raiz de R.
ehrenbergiana se debe probablemente al grupo de compuestos furanoeremofilanos:
roldehrenbergina A, B, C, D y sendarwina |, que han sido aislados en hoja y raiz de
dicha especie (Pérez et al., 2005 y 2006) y a los cuales también se les ha encontrado

efecto antialimentario en M. persicae y L. decemlineata (Reina et al., 2001).

2.4.2. Mortalidad de extractos etandlicos de raiz de R. ehrenbergiana

La respuesta de mortalidad de los extractos etandlicos de raiz fresca y seca de R.
ehrenbergiana se registré entre 1y 20 %, con mortalidad total de larvas de cuarto instar
tardio de C. quinquefasciatus en el extracto etandlico de raiz seca colectada bajo
condiciones de estrés hidrico a una dosis del 20 % (Cuadro 1). Sin embargo, la

actividad insecticida de dicho extracto disminuydé cuando se aplicé al 10 %, teniendo
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que la mayor mortalidad (P < 0.05), para dicha dosis, se presenté en el extracto

etandlico de raiz seca colectada en humedad, con un 99 % de mortalidad.

Cuadro 1. Mortalidad (%) de larvas de cuarto instar tardio de C. quinquefasciatus
ocasionada por extractos etandlicos de raiz fresca y seca de R.
ehrenbergiana colectada bajo diferentes condiciones ambientales, observada

en la ventana bioldgica.

Condiciones ambientales

Dosis
) Estrés hidrico’ Humedad'"
Fresca Seca Fresca Seca
0 (Testigo) 0 0 0 0
18 0B 15+ 8.7A 0B 13+2.7A
10 47 +12.5" ¢S 70+10.6B 7+104D 99+22A
20 96+4.2A 100+ 0.0A 33+15.7B 98+2.7A

TColecta del 19 de agosto del 2009. TColecta del 23 de julio del 2009. SLas dosis de 0.0001 a
0.1 % se omitieron debido a que no causaron mortalidad. TLos valores son promedio de cinco
repeticiones + desviacion estandar. $Medias con letras diferente en una misma fila, son

estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05).

En los bioensayos subsecuentes se obtuvo mortalidad total (P < 0.05) en el extracto
etandlico de raiz seca colectada bajo condiciones de humedad a una dosis del 10%,
seguido por el 76 y 48 % de mortalidad ocasionada en los extractos de raiz seca y

fresca, respectivamente, colectada bajo estrés hidrico (Cuadro 2).

Las DLsy determinadas en extractos etandlicos de raiz fresca y seca de R.
ehrenbergiana colectada bajo condiciones de humedad y estrés hidrico corroboraron las
diferencias observadas en mortalidad, teniendo que la menor DLsy y por tanto mayor
toxicidad, se obtuvo en el extracto de raiz seca colectada bajo condiciones de humedad
con 2.5 %, seguida de las DLsg de 5.9 y 9.3 % de los extractos de raiz seca y fresca

colectadas bajo estrés hidrico (Cuadro 3).
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Cuadro 2. Mortalidad (%) de larvas de cuarto instar tardio de C. quinquefasciatus

ocasionada por extractos etandlicos de raiz de R. ehrenbergiana observada

en los bioensayos.

Dosis Raiz fresca colectada Raiz seca colectada Raiz seca colectada
(%) bajo estrés hidrico’  bajo estrés hidrico’ en humedad'"
0 (testigo) 0 0 0
1.0 0 5+6.1 18+ 7.6
1.4 ne’ 16+ 11.9 2397
2.1 0 19+10.8 51+17.5
3.2 ne 28+7.6 62+ 13.0
4.6 ne 34 +19.8 6974
4.8 12 £7.6% ne ne
6.6 ne 49 +14.3 78+ 7.6
10.0 48 +10.4 cT 76+8.2B 100+ 0.0A
121 64 +11.4 ne ne
14.8 8827 ne ne
20.0 99+22 ne ne

TColecta del 19 de agosto del 2009. TColecta del 23 de julio del 2009. Sdosis no evaluada (ne)

para la condicion indicada. $Los valores son promedio de cinco repeticiones * desviacion

estandar. "Medias con letras diferente en la dosis de 10.0 % son estadisticamente diferentes

(Tukey, 0.05).

Cuadro 3. Dosis letal media (DLsg) calculada de extractos etandlicos de raiz fresca y

seca de R. ehrenbergiana colectada en dos condiciones ambientales sobre

larvas de cuarto instar tardio de C. quinquefasciatus.

Condiciones Forma de Limites fiduciales (%) al 95 %
DLsg (%)
de colecta uso Inferior Superior
Estrés hidrico’ Fresca 9.3 7.95 10.62
Seca 5.9 4.68 8.27
Humedad'™ Seca 25 1.88 3.13

TColecta del 19 de agosto del 2009. T Colecta del 23 de julio del 2009.
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Las diferencias observadas en los extractos etandlicos de raiz de R. ehrenbergiana
producto de los ambientes contrastantes de humedad bajo el cual se colecté la raiz,
sugiere que el estrés hidrico afecté la produccién de compuestos tdéxico, como sucedio
en las hojas de Rosmarinus officinalis L. (Lamiaceae) en donde la emision de
compuestos sesquiterpénicos se redujo o inhibié después de 4 dias de estrés hidrico
(Ormeno et al. (2007); desde el punto de vista fisioldgico, el estrés disminuy6 la tasa de
fotosintesis neta en Hypericum perforatum L. (Clusiaceae) pasando de 6.2 a 3.8
umol'm?-s™ después de 12 dias bajo estrés hidrico, lo que afecté la produccién de
metabolitos, propicia la disminucién de ciertos compuestos (hipericina) y el incremento
de otros (hiperforina) Zobayed et al. (2007).

Con lo que respecta a la DLsp del 2.5 % obtenida en el extracto etandlico de raiz seca
de R. ehrenbergiana colectada en humedad, equivalente a 250 mg-L™, fue similar a la
concentracion letal media determinada por Pavela (2009) de 278 mg-L™" en el extracto
metandlico de raiz seca de Echinacea purpurea (L.) Moench (Asteraceae) cuando
evaluo la actividad larvicida sobre larvas de cuarto instar de C. quinquefasciatus, mismo

que atribuy6 a compuestos fendlicos, terpénicos y/o alcaloides.

2.4.3. Caracterizacion fitoquimica de compuestos

Las diversas pruebas implementadas en el extracto etandlico de raiz fresca de R.
ehrenbergiana dieron reacciones negativas para alcaloides, fenoles, saponinas y
taninos; en contraste dio reaccion positiva a terpenos por revelarse el color violeta al
aplicar el reactivo de Lieberman-Buchard en el Tubo 5, color caracteristico de este
grupo de compuestos. El analisis posterior de este extracto por cromatografia en capa
fina y revelada con vainillina en medio acido, mostré también el desarrollo color violeta
caracteristico de los compuestos terpénicos (Wagner y Bladt, 1996) (Figura 1). La
reaccion de color permite postular que la toxicidad de los extractos de raiz se debe a
compuestos sesquiterpénicos de tipo furanoeremofilanos, mismos que han sido
aislados y caracterizados por Pérez et al. (2005 y 2006) en raiz de R. ehrenbergiana y
que han mostrado efecto contra plagas de M. persicae y L. decemlineata (Reina et al.,
2001).
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Figura 1. Reaccion positiva para terpenos
(mancha violeta) presentes en
extracto etandlico de raiz de R.

ehrenbergiana.

2.5. CONCLUSIONES

La raiz de R. ehrenbergiana es el 6érgano en donde se acumulan compuestos toxicos
los cuales se extraen con etanol 96 %, disolvente mas apropiado para tal propdsito; la
mayor toxicidad se presenta cuando la raiz es colectada en época de lluvia y luego
deshidratada al obtener una DLsy de 2.5 %, teniendo que el estrés hidrico afecta la
produccion de los compuestos toxicos de tipo terpenos, responsables de la actividad

insecticida.
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EFECTO TOXICO DE EXTRACTOS DE Asclepias notha W. D. Stevens EN LARVAS

DE Culex quinquefasciatus Say

3.1. RESUMEN

Con la finalidad de evaluar la efectividad de las sustancias téxicas presentes en los
subproductos generados en el aprovechamiento de latex de Asclepias notha W. D.
Stevens (Asclepiadaceae) para el control de plagas de interés agricola o sanitario, la
presente investigacion tuvo como objetivo determinar la actividad insecticida de A.
notha sobre larvas de cuarto instar tardio de Culex quinquefasciatus Say (Diptera:
Culicidae). Para ello se prepararon extractos de diferentes érganos de la planta (flor,
fruto, hoja, tallo), bajo dos formas de uso (fresco y seco), utilizando como disolventes
agua destilada, aguardiente de cafia y etanol 96 %, en dosis de 0.0001, 0.001, 0.01,
0.1,110 y 20 %. Se depositaron 20 larvas en vasos con 100 mL de agua destilada, al
cual se le agregdé 1 mL de la dosis a evaluar, considerando 5 repeticiones y un testigo.
La mortalidad se registro a las 24 h. Los extractos acuosos de hoja y tallo de material
seco causaron mortalidades de 74 y 55 %, respectivamente, a una dosis del 20 %. Los
analisis fitoquimicos indicaron nula presencia de cardendlidos. La presente
investigacion demuestra que A. notha es una especie que no sintetiza cardendlidos,

pero evidencia la presencia de compuestos en hoja y tallo con cierta actividad toxica.

Palabras claves: Asclepias notha, Culex quinquefasciatus, extracto acuosos-organicos,

actividad insecticida.
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3.2. INTRODUCCION

El proceso evolutivo del género Asclepias (Asclepiadaceae) se ha encaminado a la
produccion de latex con compuestos téxicos como medio de defensa contra sus
enemigos naturales. Sin embargo, especies como Labidomera clivicollis Kirby
(Coleoptera: Chysomelidae) y Danaus plexippus L. (Lepidoptera: Nymphalidae) han
coevolucionado con tal mecanismo de defensa al alimentarse y secuestrar dichos
compuestos presentes en el latex de Asclepias syriaca L; utilizandolos como medio de
defensa contra sus depredadores (Agrawal et al., 2008; Seiber et al., 1986). No

obstante, la mayor parte de insectos y herbivoros ha fracasado en tal adaptacion.

En el caso de Asclepias notha W. D. Stevens, es una especie cuyo latex extraido de
diversas partes vegetales (hoja y tallo), se obtiene una goma natural que se consume
como chicle en la Mixteca Alta Oaxaquefia, generando residuos vegetales y acuosos en
el proceso, los cuales pueden contener sustancias toxicas que pueden ser perjudiciales

para ciertos insectos.

En este sentido, la presente investigacion tuvo como objetivo determinar la actividad
insecticida de extractos acuosos y alcohdlicos de 6rganos vegetales y sobrenadante
generado en el aprovechamiento del latex de A. notha aplicados a larvas de cuarto

instar tardio de Culex quinquefasciatus Say (Diptera: Culicidae).

3.3. MATERIALES Y METODOS

3.3.1. Material vegetal y entomolégico

El material vegetal de A. notha utilizado se colecto el 19 de mayo y 8 de julio del 2009
en el municipio de San Miguel Tulancingo, Oaxaca, en el paraje conocido como “llano
del chicalote”, ubicado a los 97° 26’ LO y 17° 43’ LN, y a 2500 msnm. El material
colectado se dividié en dos partes, una para utilizarla en fresco y otra en seco. La parte
fresca se envolvié en papel periddico y se trasladé en una hielera al laboratorio de la

Bioplanta del Centro Interdisciplinario de Investigacién para el Desarrollo Integral
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Regional (CIIDIR, Unidad Oaxaca) del Instituto Politécnico Nacional (IPN) para elaborar
extractos de flor, fruto, hoja y tallo. La otra parte, se sec6 en una estufa marca Riossa®
a 45 °C por 96 h en las instalaciones del Colegios de Posgraduados, Campus
Montecillo; después se procedié a moler cada érgano por separado (flor, fruto, hoja y
tallo) con un molino de grano marca Corona® y el polvo se almacend en recipientes
herméticos de plastico en un lugar seco a temperatura ambiente, por un lapso no mayor

de un mes.

Las larvas de C. quinquefasciatus se obtuvieron de masas de huevos procedentes de
una poblacion de adultos criados en el Laboratorio de Control Biolégico del CIIDIR-IPN-
Oaxaca. Los huevos se colocaron en 10 bandejas de plastico (47x35x12 cm) con agua
para su eclosion a una temperatura promedio de 25 + 2 °C y una humedad relativa de
60 £ 10 %. Las larvas emergieron y se desarrollaron en las bandejas, a las cuales se les
proporcion6 cada 2 dias alimento para peces previamente molido. Cuando las larvas
llegaron a cuarto instar tardio (OMS, 1981), éstas se tamizaron para homogeneizar la

poblacion.

3.3.2. Extractos vegetales

El procedimiento utilizado fue la maceracion, el cual consistié en depositar el material
fresco, el cual se trituré en un mortero de porcelana, y seco en recipientes de vidrio, los
cuales contenian 100 mL del disolvente respectivo: agua destilada (acuoso),
aguardiente de cafia Chilapa® y etanol 96 % (alcohdlicos), donde se dejaron en reposo
durante 24 h a temperatura ambiente, y después se filtraron con Miracloth®. Los
extractos se obtuvieron a una dosis® inicial del 20 %, que se denomind “solucién
madre”. Al final se obtuvieron 24 diferentes extractos. También, se evalué el
“sobrenadante” que se obtuvo al procesar latex colectado el 8 de julio del 2009,
previamente almacenado en viales color ambar y colocado en congelacién (0 °C) por un

periodo de 24 h; terminado este tiempo se observo la parte solida (goma) y otra liquida.

Se evalué una ventana bioldgica considerando dosis de 0.0001, 0.001, 0.01, 0.1, 1,10y
20 %, cada una con sus respectivas 5 repeticiones y un testigo, al cual se le anadio 1

mL del mismo disolvente utilizado en el extracto; para ello, la solucion madre se diluyé

% Es la cantidad de extracto que se aplica a la unidad experimental
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hasta obtener la concentracién de 10 %, ésta se diluyd para obtener 1 %, y asi

sucesivamente hasta tener la de 0.0001 %.

3.3.3. Bioensayo

En vasos Cristal® con 100 mL de agua destilada se colocaron 20 larvas de cuarto instar
tardio de C. quinquefasciatus, conformando las unidades experimentales.
Posteriormente se aplicé 1 mL de cada uno de los extractos a la dosis evaluada,
excepto al testigo. La mortalidad en larvas se registré 24 h, considerando muerta

aquella larva que no presentaba movimientos normales (OMS, 1981).

3.3.4. Analisis fitoquimicos

Se utilizé 15 g de material seco y molido de hoja y tallo de A. notha colectado el 19 de
mayo del 2009, el cual se desengrasdé con hexano y posteriormente se hizo una
extraccion con etanol 96 % en equipo Soxhlet; obteniendo un volumen final de 120 mi
de extracto etandlico 96 %, el cual se concentrd en un rotaevaporador Buche R114® y
se diluyé a una concentracion final de etanol 50 % con agua destilada; después se
agrego acetato de plomo 5 % para precipitar los pigmentos vegetales. La solucion se
filtro con papel Watman® # 40 y se transfirid a un embudo de separacion; a
continuacion, se hicieron tres extracciones con diclorometano, se recuper6 la fase
organica y se evapord el diclorometano a sequedad en un rotaevaporador Buchi

R114®; el residuo se resuspendié con 5 mL de etanol 96 %.

Las pruebas fitoquimicas se realizaron en dos partes: la primera, se utilizaron 3 tubos
de ensayo, a cada tubo se le agregaron 2 mL de cada extracto y de latex; la segunda,
los extractos se aplicaron en una placa de cromatografia de capa fina (CCF) con una
mezcla de cloroformo:metanol:agua (85:14:1) como medio de elusion; tanto en los tubos
como en la CCF, se utilizé el reactivo de Kedde (acido 3,5-dinitrobenzoico 2 % en

metanol + KOH 5.7 % en agua destilada) como revelador para detectar cardendlidos.

3.3.5. Analisis estadisticos

Los datos de los diferentes tratamientos (extractos) se sometieron a analisis de varianza
y pruebas de comparacion de medias Tukey (P < 0.05) bajo el modelo de disefo

completamente al azar con cinco repeticiones.
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3.4. RESULTADOS Y DISCUSION

3.4.1. Toxicidad de diversos érganos de A. notha y del sobrenadante

Los extractos acuosos y alcohdlicos de los diversos 6rganos vegetales de A. notha
usados en fresco de material colectada el 8 de julio del 2009 no mostraron efectividad
insecticida cuando se evaluaron a dosis de 0.0001 a 20 %, ya que la mayor mortalidad
que se observo fue de 4 % en los extractos alcohdlicos al 20 %. No obstante, el
sobrenadante provocé 16 % de mortalidad a una dosis de 20% sobre larvas de cuarto

instar tardio de C. quinquefasciatus.

En cambio, el nivel de toxicidad en los extractos de material seco fue mayor; la maxima
mortalidad (P < 0.05) se presentd en el extracto acuoso de hoja con 74 %, seguida del

extracto acuoso del tallo con 55 %, ambos extractos a dosis del 20 % (Cuadro 1).

Cuadro 1. Mortalidad (%) de larvas de cuarto instar tardio del C. quinquefasciatus

ocasionada por extracto acuosos y alcohdlicos de 6rganos secos de A. notha.

, Dosis (%)
Organo Disolvente
0(Testigo) 13 10 20
Flor Agua destilada 0 4Ta 16 amm 36 abcd
Aguardiente 0 1a 4a 17 bcd
Etanol 96 % 0 Ob 2a 9cd
Fruto Agua destilada 0 0Ob 2a 2cd
Aguardiente 0 Ob 1a 7 cd
Etanol 96 % 0 Ob 7a 8 cd
Hoja Agua destilada 0 0Ob 19a 74 a
Aguardiente 0 Ob 1a 6 cd
Etanol 96 % 0 Ob Oa 0d
Tallo Agua destilada 0 0Ob 31a 55 ab
Aguardiente 0 0Ob Oa 45 abc
Etanol 96 % 0 Ob Oa 0d

SLas dosis de 0.0001 a 0.1 % se omitieron debido a que no causaron mortalidad. "Valores
promedio de 5 repeticiones. MMedias con letras iguales en una misma columna, no son

estadisticamente diferente (Tukey, 0.05).
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Estos resultados muestran que la actividad insecticida de A. notha se incrementé al
utilizar material seco, sobresaliendo los extractos de acuosos de hoja y talla seco a una
dosis del 20 %, provocando mortalidades superiores a 50 % sobre larvas de cuarto
instar tardio de C. quinquefasciatus. Esta respuesta téxica probablemente no esta
propiciada por cardendlidos, debido a que el agua no es el medio mas apropiado para
su extraccion, siendo los alcoholes los disolventes mas utilizados (Seiber at al., 1982;

Rodriguez y Fonseca, 1991; Warashina y Noro, 1994)

3.4.2 Caracterizacion fitoquimica de compuestos

Los extractos etandlicos de hoja y tallo, asi como el latex de A. notha, mostraron nula
presencia de cardendlidos, ya que no se desarroll6 el color violeta, tanto en los tubos de
ensayo ni en la placa de cromatografia en capa fina, ambos revelados con el reactivo
de Kedde. Lo anterior corrobora que la toxicidad observada en los extractos acuosos de
material seco de hoja y tallo de A. notha sobre C. quinquefasciatus no esta relacionada
con cardendlidos e indica que A. notha no sintetiza dichos compuestos, tal como ocurre

en Asclepias eastwoodiana Barneby (Sady y Seiber, 1991).

3.5. CONCLUSIONES

La actividad insecticida de A. notha sobre larvas de cuarto instar tardio de C.
quinquefasciatus se ubica en los extractos hojas y tallo seco a una dosis del 20 %. El
agua destilada es el mejor disolvente para extraer los compuestos toxicos, los cuales no

estan relacionados con los cardendlidos.
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DISCUSION GENERAL

En la busqueda de alternativas ecoldgicas para el control de plagas, las plantas con
propiedades toxicas e incluso medicinales, representa una buena alternativa para tal fin.
En este ambito, R. ehrenbergiana y A. notha, son especies conocidas y explotadas de
manera local cuyo uso se basa un conocimiento empirico. En este sentido, la presente
investigacion generd informacién que servira para hacer un uso mas responsable de
estos materiales. En la especie R. ehrenbergiana se determindé que sobresale su
actividad insecticida en comparacion con A. notha sobre larvas de cuarto instar tardio
de C. quinquefasciatus al obtener una DLsy de 2.5 %, la cual se concentrd en raiz
colectada en época de lluvias, utilizada en seco; lo cual indicod que el estrés hidrico, de
aproximadamente 15 dias, afecté negativamente la produccién y/o concentracién de
compuesto terpénicos, muy probablemente a que dicho estrés afectdé la tasa
fotosintética neta (Zobayed et al., 2007) y por ende la produccién de fotoasimilados
destinados a la biosintesis de metabolitos secundarios; o bien, que dicha respuesta fue
producto de un cambio en la concentracion de los compuestos roldehrenbergina A, B,
C, D y sendarwina | (Pérez et al., 2005 y 2006), producto del estrés hidrico. En el caso
de A. notha, todos los extractos de residuos vegetales y sobrenadante no mostraron
actividad insecticida, excepto los extractos acuosos de material seco de hoja y tallo; sin
embargo se requirid de dosis poco practicas (20 %) para provocar una mortalidades de
55 a 74 % en larvas de cuarto instar de C. quinquefasciatus; adicionalmente, dicha
actividad no esta involucrada a cardendlidos, por lo cual es prudente realizar estudios

detallados para determinar el tipo de compuestos involucrados.
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CONCLUSION GENERAL

Se determind que R. ehrenbergiana presenta mayor actividad insecticida, sobre larvas
de cuarto instar de C. quinquefasciatus, al causar una mortalidad de 100 % comparado
con el 55y 74 % causado por A. notha a dosis del 20 %, respectivamente. La raiz de R.
ehrenbergiana es el 6rgano con mayor toxicidad, mientras que en A. notha fueron la

hoja y tallo.

El etanol 96 % es el disolvente mas apropiado para la extraccion de los compuestos
presentes en raiz de R. ehrenbergiana, en contraste, el agua destilada fue la mejor
opcidon en A. notha; en ambas especies, la actividad insecticida se incrementa al utilizar
material en forma seca, aunado a que la mayor toxicidad de R. ehrenbergiana se
presento en raiz seca colecta en época de lluvia, obteniendo una DLsy de 2.5%; dicho
efecto toxico en R. ehrenbergiana esta atribuido a compuesto de tipo terpenos, mientras

que en A. notha, la actividad no es provocado por cardendlidos.
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