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RESUMEN

Los extractos vegetales son reconocidos como una fuente importante de plaguicidas
naturales, postulandose como posibles alternativas de reemplazo a los insecticidas de
sintesis quimica, que ocasionan severos dafios ecoldgicos y a la salud del hombre. En el
presente trabajo, se realizo el tamizaje fitoquimico y se analizé la actividad repelente de
siete fracciones, provenientes del extracto etandlico-cloroformico de Baccharis articulata
(Asteraceae), en adultos de Tribolium castaneum Herbst (Coleoptera:Tenebrionidae).
Posteriormente se seleccionaron aquellas fracciones bioactivas de menor polaridad para su

purificacion.

El estudio fitoquimico mostré s6lo compuestos terpenoides en las fracciones 1
(Hex:AcOEt 5%) y 2 (Hex:AcOEt 10%). En las restantes fracciones (F3, Hex:AcOEt 20%;
F4, Hex:AcOEt 30%; Fs, Hex:AcOEt 50%; F¢, Hex:AcOEt 75% y F7, Hex:AcOEt 100%),
se detectd la presencia de terpenoides, flavonoides y taninos. Ninguna de las fracciones

evaluadas presento alcaloides.

Todas las fracciones mostraron efecto repelente. Se observo que F; (IR: 87,73; clase
V) present6 el mayor efecto repelente sobre adultos de 7. castaneum, seguida por F,, Fs, F5

y Fg (IR: 80,00; 64,89; 63,56 y 62,13; todas clase V).

La purificacion de las fracciones 1, 2 y 3, permitio la obtencion de dos compuestos.
La dilucidacién estructural se realiz6 por 'H RMN, lograndose la identificacién de

salvigenina y apigenina-7,4’-dimetiléter.
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ABSTRACT

Plant extracts have been recognized as an important source of natural pesticides and
are considered to be an alternative to synthetic chemicals insecticides because extracts of
plants reputedly pose little threat to the environment as well as to human health. In this
work, phytochemical screening was performed and repellent activity of seven fractions (Fj,
F,, F3, F4, Fs, F¢ and F;) from ethanol-chloroform extract of Baccharis articulata
(Asteraceae) was evaluated against Tribolium castaneum Herbst (Coleoptera:

Tenebrionidae) adults. Subsequently, less polar bioactive fractions were purified.

Phytochemical study showed only terpenoids in F; (Hex:EtOAc 5%) and F,
(Hex:EtOAc 10%). It was detected that there were terpenoids, flavonoids and tannins in
remain fractions (F3;, Hex:EtOAc 20%; F4, Hex:EtOAc 30%; Fs, Hex:EtOAc 50%; F,
Hex:EtOAc 75% y F7, Hex:EtOAc 100%). Alkaloids were not detected.

All fractions produced repellent activity on 7. castaneum. It was observed that F;
(RI: 87.73; class V) had the highest repellent effect on adult 7. castaneum, followed by F,,
Fs, Fg and F7 (RI: 80,00; 64,89; 63,56 and 62,13; all class IV).

Purification of fractions 1, 2 and 3, allowed obtaining two compounds. The structural
elucidation was performed by '"H NMR. Were identified salvigenin and apigenin-7, 4'-

dimethylether.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1 Plaguicidas de origen vegetal: factor incuestionable en la defensa

integrada

En agricultura, el control quimico es utilizado para incrementar los rendimientos y
proteger los productos almacenados (Ko Ko et al., 2009), considerandose a los insecticidas
sintéticos la manera mas eficaz y rapida de combatir los insectos plaga (Valladares et al.,
2003), ademas de su facil almacenamiento. Sin embargo, su uso desmedido ha causado
serios problemas como: toxicidad sobre organismos no objetivo, desarrollo de resistencia,
residuos toxicos, incremento en los costos de aplicacion, polucion medioambiental, etc.
(Talukder and Howse, 1993; Talukder and Howse, 1995; Valladares et al., 2003; Rossetti
et al., 2008; Ko Ko et al., 2009).

En el marco del Manejo Integrado de Plagas (MIP), estos inconvenientes han creado
un interés mundial en el desarrollo de estrategias alternativas, incluyendo la btisqueda de
nuevos tipos de insecticidas, como son los “plaguicidas botanicos” o “fitoquimicos”
(Talukder & Howse, 1995). Estos productos naturales de origen vegetal constituyen una
fuente potencial de nuevas drogas, ya que los compuestos provenientes de ellos son
extremadamente utiles como moléculas lideres para la modificacion sintética y

optimizacion de la bioactividad.

La capacidad que poseen las plantas para defenderse frente a insectos perjudiciales es
el resultado de afos de evolucion, a través de los cuales desarrollaron la habilidad de
producir una diversidad de compuestos con funciones diferentes. Se trata de sustancias
aleloquimicas o metabolitos secundarios como: terpenos, alcaloides, rotenonas,
flavonoides y otros, algunos de los cuales poseen actividad toxica contra los insectos,
interfieren en el desarrollo o en el comportamiento de los mismos, y contribuyen asi a la

regulacion de sus poblaciones (Cox, 2002; Valladares et al., 2003; Viglianco et al., 2006).
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Se puede afirmar entonces que las plantas actian como laboratorios naturales, donde
se sintetizan una infinidad de productos, constituyendo una fuente inagotable de sustancias
quimicas que podrian ser la base del surgimiento de nuevas moléculas insecticidas
altamente selectivas, de baja persistencia en el ambiente y con menor posibilidad de
generar fenomenos de resistencia. Esto ultimo, se debe a que las moléculas de origen
vegetal presentan una enorme diversidad estructural, que les confiere nuevos y diferentes
sitios de accién si se comparan con los insecticidas sintéticos (Caballero Garcia, 2004;

Isman & Akhtar, 2007).

1.1.1 Insecticidas botanicos

Un insecticida es un producto fitosanitario utilizado para controlar insectos (Insecta,
en latin, literalmente “cortado al medio”, basado en la observacion directa de la simetria
bilateral de los mismos), generalmente por la inhibicion de enzimas. El origen etimologico
de la palabra insecticida deriva del latin y significa literalmente matar insectos, razoén por
la cual se los considera como biocidas. Estos ultimos pueden ser sustancias quimicas
sintéticas, naturales, de origen bioldgico o de origen fisico que estan destinados a destruir,
contrarrestar, neutralizar, impedir la accidon o ejercer control sobre cualquier organismo
considerado nocivo para el hombre. Los insecticidas tienen importancia para el control de
plagas de insectos en la agricultura o para eliminar todos aquellos que afectan la salud

humana y animal (www.casafe.org.ar/pdf/Insecticidas.pdf).

Si bien, un insecticida es aquella sustancia o mezcla de estas que provocan la muerte
del insecto debido a la naturaleza de su estructura quimica, la mayoria de las especies de
plantas que se utilizan para el manejo de plagas, exhiben un efecto insectistatico mas que
insecticida (Rodriguez, 1996). Es decir, inhiben el desarrollo y comportamiento de los
insectos en lugar de matarlos directamente por sus propiedades toxicas. Sin embargo, no se
puede olvidar que algunas sustancias vegetales provocan un efecto insecticida, como

sucede con las piretrinas, la nicotina o la rotenona (Izuru 1970).

Para que una planta sea empleada en forma extensiva, no basta con que ésta sea
considerada promisoria o con demostradas propiedades insecticidas. Ademas, se deben
hacer analisis de riesgos para el medio ambiente y la salud (Silva et al., 2002). A
continuacion, se enumeran las caracteristicas que debe tener una planta para ser usada
como insecticida o para el control de plagas, con la finalidad de aprovecharla al maximo,

sin deteriorar el ecosistema:



Introducervn

a) Ser perenne.

b) Estar ampliamente distribuida y en grandes cantidades en la naturaleza, o que se

pueda cultivar.
¢) Usar o6rganos renovables (hojas, flores o frutos).
d) No ser toxica para mamiferos, para el ecosistema acuatico, ni para el ambiente.
d) Tener alta concentracion del o los ingredientes activos.

e) Los compuestos provenientes de la planta deben ser estables al extraerlos y
durante el almacenamiento. EIl inconveniente de las sustancias botanicas es su

inestabilidad.
f) Ser facil de procesar.
g) Ser facil de cultivar y adaptable a diferentes ambientes.
h) No competir con plantas usadas como alimentos.
1) No tener alto valor econdmico.
j) Tener usos complementarios (como medicinales).
k) Ser eficaz en bajas dosis.

Ademas, al momento de seleccionar la planta se deben tomar en cuenta
caracteristicas como olor (agradable o desagradable), sabor (picante, amargo, agrio o
dulce) y salud de las plantas seleccionadas, ya que puede ser un indicador de la presencia

de sustancias toxicas que afectan a posibles plagas potenciales.

No soélo los aspectos antes mencionados son de relevancia al evaluar el efecto
insecticida de una planta, debido a que no pueden aplicarse en todas las zonas y
condiciones en forma general, ya que la misma planta que crece en lugares y suelos
diferentes puede contener cantidades distintas de las mismas sustancias activas. La edad de
la planta o estado del material (hojas, flores, semillas, frutos, raices y corteza) pueden
ocasionar también diferencias en dosis de ingredientes activos. Ademas pueden haber
cambios en la estructura quimica de los ingredientes activos y por ende diferencias en los

efectos en las plagas.

En la actualidad existe mucha controversia con esta nueva modalidad de control, de
aqui nace la necesidad de definir y conocer mas a fondo acerca de los productos boténicos

(Tabla 1.1).
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Tabla 1.1: Descripcion de las ventajas y desventajas del uso de productos botanicos en

relacion a los productos plaguicidas sintéticos.

vewtajas Desvemfcaj as

Material renovable Poca informacion en prueba Toxicas

Variabilidad en cantidad de ingrediente

Biodegradable _
activo
Alta disponibilidad Mayor requerimiento de mano de obra
Bajos costos Se necesita equipo de procesamiento

Tiene menos efecto negativo en enemigos naturales )
Costo de oportunidad
benéficos

No muy buena estabilidad en los

extractos

Entrenar a personal calificado

Segun Coats (1994), los compuestos naturales, en general, tienen un efecto protector
que principalmente se debe a la repelencia, a su poder disuasivo de la alimentacion u
oviposicion y su efecto regulador del crecimiento. Ademés, Metcalf y Metcalf (1992)
sefialan el efecto confusor o disruptor, que consiste en "contaminar" el medio con
estimulos quimicos de diferente naturaleza, de modo que el insecto no pueda identificar el
aleloquimico caracteristico del huésped vegetal, en que se alimenta o reproduce. Por lo
tanto, debemos considerar a todos aquellos compuestos que sabemos que su efecto es
insectistatico como preventivos, mas que como curativos (Rodriguez 1993). Un ejemplo de
lo anterior lo constituyen los granos almacenados, donde una vez que el insecto ya penetrd
el grano, ningin polvo vegetal de probada eficacia protectora tendra efecto (Lagunes y

Rodriguez 1989).

Los bioplaguicidas no son la panacea para resolver todos los problemas de las plagas,

pero lo importante es comprender que las decisiones deben ser tomadas con criterio
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ecoldgico dentro del marco del MIP, para contribuir de esta forma a reducir el uso de

plaguicidas sintéticos en el mundo.

1.1.2 Actividad insecticida de plantas: aspectos destacados

La utilizacion de las plantas como fuente de insecticidas naturales tiene su origen en
simples observaciones empiricas, realizadas por el hombre, que determinaron que ciertos
vegetales se protegian mejor que otros frente al ataque de insectos. Es asi que,
histéricamente, los productos naturales con accion fitosanitaria tienen una historia bastante

mas larga que la mayor parte de los restantes plaguicidas.

Desde la antigiiedad, los chinos, los griegos y los romanos utilizaron, junto al azufre
y el arsénico, plantas o extractos de plantas. En muchas comunidades indigenas, esta
practica se ha mantenido a través de generaciones y representa un recurso renovable, mas
accesible y economico que los insecticidas quimicos sintéticos. Sin embargo, es dificil
saber exactamente donde y en qué momento empiezan a utilizarse en forma sistematica
plantas o extractos de las mismas en la proteccion de los vegetales y, con mas generalidad,

en la agricultura (Regnault-Roger & Vincent, 2004).

Hoy en dia, los productos de origen botanico mas utilizados para el control de
insectos son: el piretro, la rotenona, el neem y los aceites esenciales (Isman, 2006). En la

Tabla 1.2 se detallan las propiedades de estos cuatro productos.

El piretro es una oleorresina extraida de las flores secas de Tanacetum sp. y
Chrysanthemum sp. (Asteraceae), donde se encuentran los principios activos de la planta
que dieron origen a los piretroides sintéticos, quienes dominan actualmente el mercado,
acaparando el 80% de las ventas; debido a que poseen amplio espectro de actividad, rapido
efecto, excelente degradabilidad y baja toxicidad para mamiferos (Casida & Quistad,
1995). La rotenona es un isoflavonoide presente en las raices de Lonchocarpus sp. y Derris
sp. (Favaceae) que ha sido utilizada como insecticida desde hace mas de 150 afios. El neem
obtenido de las semillas de Azadirachta indica (Meliaceae) es un compuesto utilizado en la
India desde hace mas de 4.000 afios para combatir insectos plaga de grano almacenado. El
extracto obtenido de dichas semillas contiene terpenoides, de los cuales el mas importante

es la azaridactina, un tetranorterpenoide (CssHs4016) (Jones et al., 1989).
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Tabla 1.2: Propiedades de los insecticidas de origen vegetal utilizados actualmente en los

EE.UU.
Aceites
Propiedad Piretro Rotenona Neem
esenciales
_ Kenia, Sudeste asiatico, ‘
Pais de origen ‘ India Todo el mundo
Australia Venezuela
Materias Piretrinas Rotenoides Azaridactina
) ) ) _ Monoterpenos
activas (ésteres) (isoflavonoides) (terpenoides)
Precio aprox.
' 45-60 3-5 125-200 10-25
(dolares/kilo)
. Polvo, polvo Concentrados
Formulaciones Numerosas ) ) Numerosas
mojable emulsionables
Situacion
~ Homologado Homologado Homologado Exento
reglamentaria
Toxico (ingest.),
RCI (regulador del Téxico,
Accion frente  Contacto Toxico por - o ‘
' ' crecimiento de antialimentario,
a las plagas  Knock-down ingestion )
insectos) repelente
antialimentario
o Muy - - .
Persistencia o Limitada Muy limitada Muy limitada
limitada
Toxicidad Moderada. Muy
para Minima toxico para el No toxico No toxico
mamiferos hombre

Modificada de Regnault-Roger et al., 2004.
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Recientemente, se han documentado fendmenos de resistencia a los piretroides. En el
caso del neem, cuya materia activa es la azaridactina, ve limitada su utilizaciéon debido a su
elevado costo (Tabla 1.2) (Caballero Garcia, 2004; Correa et al., 2006; Isman, 2006; dos
Santos Veloso et al., 2008; Soares Corréa et al., 2008). Es por ello, que la busqueda de
nuevos compuestos vegetales para controlar insectos plaga es incesante. Segiin Daglish
(2006), desde 1990 hasta 2005 se publicaron en el Journal of Stored Products Research
mas de 150 trabajos referidos al control quimico de estos organismos, un 37% de €stos son

sobre insecticidas de origen vegetal.

1.1.3 Antecedentes bibliograficos

Los extractos vegetales y aceites esenciales se presentan hoy en todo el mundo como
una excelente alternativa ofreciendo: biodisponibilidad, biodegradabilidad y selectividad.
Existe abundante bibliografia internacional sobre las propiedades bioldgicas de extractos
crudos y metabolitos secundarios aislados de plantas, sobre diferentes insectos y
organismos. Estos extractos vegetales, se preparan con diferentes disolventes como: agua,
alcohol, éter etilico, diclorometano, acetona y benceno, que extraen distintos metabolitos

con diferentes efectos.

Jilani y Su (1983) y Jilani et al. (1988) efectuaron determinaciones de repelencia en
insectos plaga de granos almacenados con extractos de diferentes plantas. Una serie de
sustancias, con propiedades antialimentarias y repelentes, fueron aisladas e identificadas de
plantas africanas por Kubo y Nakanishi (1977). Cuiiat et al. (1990) y March et al. (1991)
estudiaron las actividades antimicrobianas y biocidas en plantas de Valencia, Espaiia.
Hoffman et al. (1993) evaluaron la actividad antimicrobiana de 300 plantas del sudoeste de
USA., Gonzalez-Coloma et el. (1994) detectaron efectos antialimentarios e insecticidas en
plantas de las Islas Canarias. Talukder y Howse (1993, 1995) estudiaron los efectos
insecticidas, repelentes y antialimentarios de Aphanamixis polystachya sobre Tribolium
castaneum Herbst y en 1994 sefialaron las propiedades toxicas y repelentes de extractos de

Aphanamixis polystachya sobre Sitophilus oryzae.

El efecto de un extracto crudo del fruto de Melia azedarach sobre Tribolium
castaneum Herbst fue estudiado por Del Tio et al. (1996), y por Riba et al. (1996) sobre
Sesamia nonagrioides en Espafia. También en este pais, Ocete y Pérez (1996) observaron
el efecto de extractos de Daphne gnidium y Anagyrisfoetida sobre diferentes insectos.

Boeke et al. (2004) estudiaron la eficacia de 23 diferentes extractos vegetales sobre



Introducervn

Callosobruchus maculatus, y sefialaron efectos de repelencia en los aceites volatiles.
Abudalai et al. (2003) evaluaron mediante ensayos de campo una formulacién de “neem”
sobre Nezara viridula, en tanto que Leatemia e Isman (2004), analizaron la eficacia de

extractos de semillas de Annona squamosa sobre Plutella xylostella.

En una amplia revision realizada por Prakash y Rao en 1997, informan sobre 866
productos vegetales que contienen sustancias secundarias activas sobre plagas agricolas;
con actividad insecticida, repelente, antialimentaria o reguladora del crecimiento de
insectos. Jacobson (1977) publicoé una revision sobre los métodos de aislamiento e

identificacion de estas sustancias secundarias con efectos sobre insectos.

En Argentina, estos trabajos son mucho mas escasos. Se puede citar a Pefialoza
(1995), quien estudio los efectos biologicos de extractos crudos de seis plantas sobre
Tribolium castaneum Herbst. Novo et al. (1997, 1998) observaron actividad repelente de
diferentes extractos crudos de cuatro plantas nativas sobre 7. castaneum Yy efecto
antialimentario sobre Anticarsia gemmatalis. Valladares et al. (2003), estudiaron la
actividad antialimentaria de un extracto de hojas senescentes de Melia azedarach sobre
nueve especies de insectos, entre ellas S. oryzae. Viglianco et al. (2006), evaluaron la
actividad biologica de extractos crudos de Larrea divaricada Cav.y Capparis atamisquea
Kuntze sobre Sitophilus oryzae (L.). Garcia et al. (2007), estudiaron el efecto toxico y
repelente del aceite esencial de Flourensia oolepis Blake (Asteraceae) sobre adultos de
Tribolium castaneum Herbst (Coleoptera: Tenebrionidae). Gleiser et al. (2007), evaluaron
la actividad insecticida de aceites esenciales de Minthostachys mollis sobre larvas, pupas y
adultos de mosquitos. Toribio et al. (2007), estudiaron en cuatro especies del género
Baccharis (Compositae) la actividad antimicrobiana frente a ocho especies bacterianas.
Los extractos de 6 especies vegetales seleccionadas fueron evaluadas, por Vivot Lupi et al.
(2009), en su actividad antifingica mediante el método de microdilucion en caldo, contra
cepas tipificadas de Aspergillus niger y Trichophyton rubrum. En 2009, del Corral y
Palacios estudiaron la actividad herbicida de compuestos aislados del extracto etandlico de

Baccharis salicifolia L.

Estos resultados, demuestran que la utilizacion de aceites esenciales y extractos
vegetales es una estrategia promisoria para el control de plagas de importancia
agrondémica, pues no solo se reduce el impacto econdomico y ecoldgico producido por el
uso indiscriminado de plaguicidas sintéticos, sino que también contribuyen al desarrollo de

la agricultura organica (Isman, 2006).
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1.2 Especie vegetal en estudio: Baccharis articulata (Asteraceae)

1.2.1 Consideraciones generales

El orden Asterales, con cerca de 1.000 géneros y 19.000 especies, se encuentra
distribuido por todas las latitudes y representa uno de los grupos mas ricos de las
Angiospermas, siendo uno de los 6rdenes mas avanzados de la subclase Asteridae. En el

orden se distinguen dos subfamilias, Asteraceae y Cichoriaceae (Stefanazzi, 2010).

Las plantas de la familia Asteraceae presentan un aspecto extremadamente variado,
incluyendo principalmente pequefias hierbas o arbustos y raramente arboles. En esta
familia, las plantas son extensivamente estudiadas en cuanto a su composicion quimica y
actividad biologica; algunas han proporcionado el desarrollo de nuevos farmacos,
insecticidas, entre otros. Numerosos trabajos cientificos, realizados con especies de esta
familia, muestran el aislamiento de una variedad de metabolitos secundarios, con énfasis
en los flavonoides, considerados como marcadores quimiotaxonémicos importantes,
ademds de su reconocida importancia en la medicina, para tratar y prevenir diversas

enfermedades (Regnault-Roger & Vincent, 2004; Gonzaga Verdi et al., 2005).

Baccharis (Astereae) constituye un gran género de la familia Asteraceae con mas de
400 especies distribuidas en el continente americano. Este género, pertenece a la subtribu
Baccharinae Less.; proviene del latin Bacchus (Baco), el dios romano del vino y las
vendimias haciendo referencia al aroma a especias de las raices, ya que en la antigliedad
las especias se consumian con vino. Es por ello, la vinculacién con esta deidad pagana

(Giuliano, 2000; Cifuente et al., 2002; Simirgiotis et al., 2003; Palacio Cortés Pica, 2005).

Este género es el mas rico en especies dentro de la tribu Astereae, estimandose su
numero entre 400 y 500, de las cuales aproximadamente 120 habitan el territorio argentino
(Mangiaterra, 2005). Su distribucion geografica es exclusivamente americana, desde el sur
de los Estados Unidos de América hasta el extremo austral de Argentina y Chile (Giuliano,

2001).

En algunos paises ciertas especies de Baccharis, llamadas popularmente “carquejas”
son usadas en medicina popular o consideradas como toxicas para el ganado (Rangel et al.,
2001; Cifuente et al., 2002; Egly Feresin et al., 2003; Budel et al., 2004; da Cruz Padua et
el., 2010).
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1.2.2 Clasificacion taxonomica
Reino Plantae
Division Fanerogama Magnoliophyya
Clase Magnoliopsida
Subclase Asteridae
Orden Asterales
Familia Asteraceae (Compositae)
Subfamilia Asteroideae
Tribu Astereae
Subtribu Baccharinae Less.
Género Baccharis

Especie B. articulata (Lam)

Sinonimia: Conyza articulata Lam, Molina articulata Less.

1.2.3 Descripcion botanica de la especie en estudio

Se trata de un arbusto perenne, dioico, ramoso, de 0,5-1,5 m de altura, con tallos
provistos de dos alas longitudinales angostas, de 0,5-3 mm de latitud y hojas reducidas a
bracteas inconspicuas (Figura 1.1). Capitulos sésiles, solitarios o dispuestos en glomérulos
de 2-6 a su vez ordenados en un racimo simple o un racimo de espigas terminal. Capitulos
pistilados con involucro acampanado de 4-5 x 4-5 mm; filarios en 34-4 series, obtusos, los
exteriores ovados y los interiores oblongos. Flores numerosas de 4pice desigualmente
dentado. Capitulos estaminados con involucro acampanado de 3-4 x 4 mm; filarios
semejantes a los pistilados. Flores numerosas; estilo con ramas separadas (Hieronymus,

1882; Boelcke, 1989; Gianello et al., 2000; Giuliano, 2000).
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Figura 1.1: Baccharis articulata en estado vegetativo

1.2.4 Antecedentes etnofarmacologicos y usos tradicionales

Dentro de las especies medicinales autoctonas, la “carqueja” es una de las plantas
medicinales de mayor tradicion de uso, no s6lo en nuestro pais sino también en todos los
paises de donde es oriunda: Bolivia, sur de Brasil, Chile, Paraguay, Uruguay y Pert. Ha
sido tradicionalmente usada, para el tratamiento de desordenes estomacales, diabetes,
reumatismo y como antiséptica; también es utilizada como diurética, hepatoprotectora,
antiinflamatoria, en casos de hipertension, hemorragias cerebrales y en obesidad (Dai et al.,
1993; Rangel et al., 2001; Gonzaga Verdi et al., 2005; Mangiaterra, 2005; da Cruz Padua et
al., 2010).

A la especie Baccharis articulata se le atribuyen propiedades digestivas, colagogas,
diuréticas y protectoras del higado en infusion o decoccion. En Brasil se le adjudican
propiedades estomacales y se utiliza la infusion contra indigestiones. Los campesinos de
Argentina la usan para la impotencia masculina y la esterilidad femenina. Para hacer
concebir a las cabras, las obligan a tragar el agua de la planta hervida. Ademas usan estos
bafios de agua hervida para enfermedades de la piel, la lepra, el reumatismo y para el
tratamiento de la gota. Se emplea también el polvo de la planta seca como secante para
llagas sifiliticas. Por otra parte, es utilizada en uso externo como antiséptica y secante de
ulceras. Ademdas se le han atribuido propiedades tonicas, antihelminticas, febrifugas,
estimulantes gastricas y afrodisiacas. En forma de decoccion, se la suele usar como

antidiarreico, para el tratamiento de infecciones respiratorias y urinarias (Dai et al., 1993;
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He et al., 1996; Gorzalczny et al., 1999; Palacios et al., 1999; Gianello et al., 2000;
Oliveira, 2002; Mangiaterra, 2005).

1.2.5 Antecedentes fitoquimicos

De la amplia revision bibliografica realizada, se resumen algunas de las referencias
encontradas en revistas cientificas nacionales e internacionales sobre la composicion

quimica de Baccharis articulata (Lam.) Persoon.

-Planta entera: 7-4’-dimetilapigenina, acacetina, genkwanina (Figura 1.2),
cirsimaritina (Figura 1.3), salvigenina (Figura 1.4) (Gianello & Giordano, 1984; Tonn et

al., 1987);

-Partes aéreas: diterpenos: articulina 0,0064% (Figura 1.5) (Stapel & Menssen
1977); acetato de articulina 0,0357% (Stapel et al, 1980); a-bisabolol 2,0%, g-cadineno
2,6%, a-cadinol 8,3% (Figura 1.6), a-calaconeno 1,1%, trans-calameneno, b-cariofileno
16,8% (Figura 1.7), a-cubebeno 0,1%, b-cubeneno 0,1%, cubenol 3,8%, b-elemeno 0,4%,
b-cis-farneseno 1,0%, germacreno D 9,3% (Figura 1.8), a-gurjuneno 1,5%, a-humuleno
0,6%, limoneno (Figura 1.9), linalol, a-muroleno, g-muroleno 3,7%, murolol 0,4%, trans-
nerolidol 15,6% (Figura 1.10), b-pineno, terpineol, terpinoleno 0,1%, valenceno (Zunino
et al., 1998); d-cadineno 1,1 %, a-pineno, aromadendreno (Tonn et al., 1987; Zunino et al.,
1998); a-cariofileno, b-guaieno, g-elemeno (Tonn et al., 1987); flavonoides: luteolina,
flavonoide quercetina (Figura 1.11) (Stapel & Menssen, 1977); salvigenina (Figura 1.4)
(Gianello & Giordano, 1984; Gianello et al., 2000); 7-4’-dimetilapigenina (Gianello et al.,
2000).

-Flores: diterpenos: baccotricuneatina A (Figura 1.12), barticulidiol (Figura 1.13)
(Gianello & Giordano, 1982; Tonn et al., 1987).

OH

CHO O
Figura 1.2: Estructura de

genkwanina

OH O

12



Introducervn

OH
CH30 0
Figura 1.3: Estructura de
cirsimaritina
CHO
OH 0
OCH,
CHO 0
Figura  1.4:  Estructura  de
CHO salvigenina
OH O
CH,
H - CHCH
HO " E '}
CH , 0 0
Figura 1.5: Estructura de
articulina o
O

Figura 1.6: Estructura de a-cadinol

13



Introducervn

Figura 1.7: Estructura de b-cariofileno
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Figura 1.11: Estructura de quercetina OH
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Figura 1.13: Estructura de barticulidiol
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1.2.6 Bioactividad de Baccharis sp. en coledpteros plaga de grano
almacenado

Algunos trabajos documentan la bioactividad de diferentes especies del género frente
a plagas de grano almacenado. Enriz et al. (2000), reportaron actividad antialimentaria de

los diterpenos: bacchotricuneatina A (obtenida de Baccharis rhetinodes) y 7-a-

hydroxybacchotricuneatina A (de Baccharis spicata) frentea Tenebrio monitor. En 2002,
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Cifuente et al. evaluaron sobre larvas de la misma especie, la actividad antialimentaria de
diterpenoides del tipo clerodano obtenidos de Baccharis sagittalis; presentando actividad
tres de los siete compuestos ensayados. Simirgiotis et al. (2003), realizaron ensayos
antialimentarios sobre 7ribolium castaneum Herbst con un ent-kaureno y su metil éster,
aislados de Baccharis rufescens Sprengel, encontrando en el ultimo de ellos una
significativa actividad antialimentaria. Garcia et al. (2005), observaron toxicidad y
repelencia cuando adultos de Tribolium castaneum Herbst fueron tratados con el aceite
esencial de Baccharis salicifolia, como asi también cuando se emplearon sus compuestos
puros (B-pineno, pulegone, a-terpineol) o derivados de los mismos. En el afio 2007,
Baptista et al. informaron que los derivados del kaurenol y del acido ent-kaurénico (aislado
de Baccharis trinervis) no produjeron efectos negativos sobre dos de los mas importantes

coledpteros de los granos almacenados, Sitophilus oryzae y Tribolium castaneum Herbst.

1.3 Ensayo bioldgico: una herramienta en la busqueda de

compuestos activos presentes en vegetales

Los bioensayos, han resultado ser uno de los métodos claves en la investigacion de
nuevos plaguicidas botanicos. Estos, se emplean para estudiar propiedades biocidas de las
diferentes partes de las plantas (raices, corteza, hojas, frutos, flores, etc.), como asi también
la eficacia de los diferentes extractos, formulaciones y modo de accion de los ingredientes
activos. Estos ensayos bioldgicos deben ser altamente sensibles a las sustancias bioactivas,
faciles de manipular, baratos, de amplio espectro y brindar rapidos resultados (Iannacone,

2000).

Varios ensayos biologicos han sido disefiados para probar la actividad de los
metabolitos secundarios. El uso de insectos en sus distintas etapas de desarrollo ha
permitido la identificacion de mas de 2000 especies de plantas con propiedades anti-
insectos. Sin embargo, pocos productos naturales alcanzaron el status de plaguicidas
comerciales, en contraposicion a la necesidad de reducir el uso de insecticidas sintéticos.
Esta situacion, ha dado impulso a nuevos avances en las técnicas de bioensayos con

insectos.

Las plagas de productos almacenados son a menudo bioensayadas mediante el

tratamiento de granos o harinas, con soluciones de disolventes organicos de los extractos
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vegetales. Estos estudios, proporcionan informacion sobre repelencia, toxicidad por
contacto, perturbacion de la oviposicion y efectos de largo alcance (Alonso- Amelot et al.,

1994).

1.3.1 Repelencia

La quimiorrecepcion a distancia (olfato) y la de contacto (gusto) constituyen
procesos extremadamente importantes en los insectos, debido a que generan algunos de los
patrones de comportamiento mas relevantes, como busqueda de alimento, seleccion de
sitios adecuados para la ovoposicion, localizacion de parejas u hospedadores, formacion de
castas en los insectos sociales y respuestas a sustancias atractantes y/o repelentes (Gillott,
2005). Es asi, que el comportamiento de los insectos, a diferencia de lo que ocurre con los
vertebrados, es mucho mas dependiente de sefales quimicas que de cualquier otro tipo de
estimulo (visual, tactil o auditivo). Los receptores moleculares del olfato y del gusto se
localizan principalmente en antenas, palpos bucales, tarsos y ovopositor, por lo que la
decision de alimentarse o no estd determinada por estimulos positivos o negativos sobre

dichos receptores (Dahanukar et al., 2005).

En la relaciéon planta-insecto, el sentido del olfato se encarga de la recepcion a
distancia de los estimulos quimicos, que provocaran la primera respuesta del insecto,
atrayéndolo hacia la fuente emisora o repeliéndolo de la misma (Koul & Dhaliwal, 2001).
Estas sustancias quimicas emitidas por las plantas y capaces de modificar el
comportamiento se denominan aleloquimicos y se agrupan en dos grandes categorias:
kairomonas (Kairo = oportunista) y alomonas (Allo = diferente). Las primeras, son
sustancias quimicas que al ser liberadas benefician solamente al agente receptor, por
ejemplo, favoreciendo al insecto porque lo orienta hacia la planta emisora, o induce su
alimentacion u oviposicion, entre otros beneficios. Las alomonas, por su parte, son
sustancias que favorecen Unicamente al emisor, actuando como repelentes y disuasivos de
alimentacion u oviposicion, actuando como defensas quimicas contra herbivoros
(Mareggiani, 2001; Gillott, 2005). Un ejemplo, lo constituyen las cucurbitacinas,
fitoquimicos terpenoides presentes en la familia Cucurbitaceae, que actian como alomonas
para la mayoria de los insectos, pero que son atrayentes, actuando como kairomonas, para

las especies de Diabrotica (Coledptera: Chrysomelidae) (Mareggiani, 2001).
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Los repelentes han sido definidos como sustancias quimicas, que actian localmente a
distancia provocando el alejamiento de un insecto de la fuente emisora y previniendo asi,

su alimentacion (Dethier et al., 1960; Choochote et al., 2007).

En la agricultura tradicional de Africa, India y Europa, una practica comin consistia
en mezclar material de plantas locales con granos almacenados destinados a la
alimentacion para reducir la presencia de plagas. Asi, hojas de neem o de menta, eran
utilizadas en los sitios de almacenamiento para repeler insectos (Van Puyvelde, 1976;
Ignatowicz et al., 1994). Los pequefios productores del sudoeste de Francia tenian la
costumbre de colocar plantas aromaticas como menta, ajo o laurel en el interior de los

sacos de granos para protegerlos de la infestacion (Regnault-Roger & Vincent, 2004).

Durante la Segunda Guerra Mundial se invirtieron esfuerzos y dinero en la
investigacion y sintesis de nuevas sustancias quimicas repelentes. Asi, entre 1952 y 1962
se testearon mas de 11.000 compuestos, de los cuales s6lo unos pocos fueron efectivos
contra un amplio rango de insectos (Ryan, 2002). Entre ellos podemos mencionar al DEET
(N,N-dietil-meta-toluamida), que permanece actualmente como el mas efectivo y a pesar
de sus efectos adversos sobre la salud del hombre no se ha encontrado atn un sustituto que
otorgue el mismo grado de proteccion y la efectividad repelente frente a artropodos

hematofagos (Nerio et al., 2010).

El uso intensivo y extensivo de repelentes ha generado serios inconvenientes
relacionados con la salud del hombre y del planeta (Nerio et al., 2010). Asi, la necesidad de
encontrar productos efectivos, persistentes y practicos de utilizar ha incrementado el

interés por las sustancias repelentes de origen vegetal.

1.4 Insectos plaga de los productos almacenados

Las primeras interacciones del hombre con los insectos fueron tan ambiguas como en
la actualidad. Asi, muchos insectos resultan beneficiosos, en tanto que otros son
destructivos y pueden causar severos dafios a la salud del hombre, a sus animales
domésticos, a los cultivos y a los productos que almacena. Con relacién a esto ultimo,
existe una cuestion obvia y es que el hombre y los insectos estan condenados a compartir
habitats y recursos; por este motivo, la aparicion de fendmenos de competencia

interespecifica es algo inevitable y a pesar de los notables avances tecnologicos, este
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enfrentamiento todavia continua vigente a juzgar por las graves pérdidas que los insectos

ocasionan en relacion a los alimentos almacenados (De los Mozos Pascual, 1997).

En la actualidad, es sabido que deben cumplirse tres requisitos basicos para evitar la
proliferacion de los insectos en el almacenaje. El grano se debe guardar: seco, sano y
limpio. Para esto, la consigna bdsica y valida en todo tipo de almacenamiento es:
“mantener los granos vivos con el menor dafio posible”. Cuando los granos se guardan sin
alteraciones fisicas y fisioldgicas mantienen todos los sistemas propios de autodefensa y se
conservan mejor durante el almacenamiento (Casini & Santa Juliana, 2005). Si estas
condiciones no se cumplen, se produce la infestacion de los granos por los insectos. Esto

genera un impacto negativo que se traduce en importantes dafos y pérdidas econdmicas.

Existen unas 1.000 especies de insectos que infestan los productos almacenados (De
los Mozos Pascual, 1997). Tradicionalmente, a estas especies se las suele clasificar en
plagas primarias o secundarias en base al dafo producido sobre el grano (Dell" Orto
Trivelli & Arias Velasquez, 1985). Las primeras se alimentan de granos enteros, mientras
que las plagas secundarias poseen un espectro de alimentacion mas amplio. Es asi, que
algunas se alimentan de granos parcialmente dafiados, debido al ataque previo de las plagas
primarias o a dafios mecanicos ocasionados durante la cosecha, transporte, limpieza y
secado de los granos. Otras tienen preferencia por las harinas, que podria considerarse el
caso mas extremo de dafo en el grano y finalmente existen algunas especies que atacan

preferentemente cereales, fideos, chocolates o alimentos para mascotas (Rees, 2004).

Las plagas primarias estan representadas por insectos altamente especializados con la
capacidad de perforar la testa de las semillas, las plagas secundarias en cambio; son
insectos poco especializados que atacan un amplio rango de productos almacenados,
procesados y manufacturados (De los Mozos Pascual, 1997; Kalinovic et al., 2002; Rees,

2004; Pascual-Villalobos, 2006; Sahaf et al., 2008).

1.4.1 Insecto en estudio: Tribolium castaneum (Herbst)

El género Tribolium comprende 30 especies, cinco de ellas se encuentran en
asociacion con los productos almacenados, siendo 7. castaneum la plaga mas importante a
nivel mundial (Rees, 2004). Esta especie es una plaga comun que afecta muchos molinos

harineros, silos y almacenes (Garcia et al., 2005).
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1.4.1.1 Clasificacion de Tribolium castaneum
Phylum Arthropoda
Clase Insecta
Orden Coledptera
Suborden Polyphaga
Serie Cucujiformia

Superfamilia Cucujoidea

Familia Tenebrionidae

Género Tribolium

Especie Tribolium castaneum Herbst

1.4.1.2 Distribucion geografica e importancia econémica

Es una especie cosmopolita, se desarrolla en climas templados y mediterraneos
aunque es dominante en climas calidos, siendo los frios los menos favorables. Se trata de

una de las especies que se encuentran con mayor frecuencia en los productos almacenados.

Ataca virtualmente cualquier tipo de producto seco, de origen animal o vegetal,
siendo especialmente importante como plaga de cereales y granos. Es considerada una
plaga secundaria ya que tanto las larvas como los adultos se alimentan de grano partido. La
infestacion puede dejar un olor persistente y desagradable en el grano debido a la secrecion

de benzoquinonas liberadas desde glandulas abdominales (Rees, 2004).

1.4.1.3 Caracteristicas morfolégicas

Adultos: presentan una coloracién marrén rojiza y miden entre 2.6 y 4.4 mm (Fig.
1.14). Poseen los ultimos tres segmentos antenales de mayor tamafio que los anteriores. En
una vista lateral de la region cefalica, se puede observar claramente una carena que divide
el ojo en dos facetas. Ventralmente la distancia entre ambos ojos es relativamente estrecha
y puede observarse un proceso en forma de hacha entre el primer par de patas.
Dorsalmente, el torax presenta pequefios hoyos en la region central del pronoto (Rees,

2004).
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Huevos: pequefios y alargados, de color blanquecino, recién ovipuestos estan
cubiertos de una capa viscosa que les sirve para adherirse a las superficies facilitando la

infestacion (Dell” Orto Trivelli & Arias Velazquez, 1985).

Larva: pequefia, delgada, cilindrica mide entre 5 y 10 mm de longitud, de color

blanco amarillo palido y cabeza rojiza (Fig. 1.15).

Pupa: de color blanco al comienzo de la fase, gradualmente se torna color amarillo y

antes de emerger el adulto se torna de coloracion castafio rojiza (Metcalf & Flint, 1974).

% Figura 1.14: Adultos de T. castaneum

Figura 1.15: Larva de T. castaneum

Ciclo de vida: La hembra puede depositar mas de 1.000 huevos durante su vida

adulta. Las larvas se alimentan del producto almacenado e incluso de otros insectos
pequefios. El canibalismo es muy comun tanto en larvas como en adultos. La larva
completa su desarrollo en unos 25 dias aproximadamente. Los estados de huevo y pupa son
cortos, pasando mas del 60% del ciclo en estado larval. El adulto puede vivir por dos o tres
afios si se dan las condiciones adecuadas. Se multiplica en un rango de temperaturas que va
de 22 a 40° C y una Humedad Relativa (HR) no inferior al 1%. En condiciones optimas de
temperatura y humedad (35 a 37° C y 70% HR) el ciclo se completa en 20 dias. Esta es la

tasa de reproduccion mas rapida alcanzada por una plaga de grano almacenado.
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1.5 Analisis fitoquimico

La fitoquimica, o quimica de las plantas, se ha desarrollado en los ltimos afios como
una disciplina distinta, en algiin lugar entre la quimica de productos naturales organicos y
la bioquimica de las plantas, estando ambas estrechamente relacionadas. Esta vinculada a
la enorme variedad de sustancias organicas que son elaboradas y acumuladas por las
plantas, teniendo como objetivo principal su aislamiento, analisis, purificacion, elucidacion
de la estructura y caracterizacion de la actividad bioldgica de las diversas sustancias

producidas por los vegetales (Harborne, 1998).

El conocimiento de la composicion quimica de un extracto vegetal es un hecho
rutinario que se apoya en técnicas de tamizaje fitoquimico, comprendiendo una de las
etapas intermedias de la investigacion fitoquimica; que permite determinar
cualitativamente los principales grupos quimicos presentes en una planta y a partir de alli,
orientar la extraccion y/o fraccionamiento de los extractos para el aislamiento de los
grupos de mayor interés. Consiste en macerar la planta entera o partes de la misma (raices,
parte aérea, etc.) con solventes o mezclas de ellos de diferentes polaridades, y el empleo de
reacciones de coloracion sobre los extractos obtenidos. Permitiendo asi, la evaluacion
rapida, con reacciones sensibles, reproducibles y de bajo costo. Los resultados del tamizaje
fitoquimico constituyen tnicamente una orientacion y deben interpretarse en conjunto con
los resultados de los ensayos bioldgicos complementarios (Osorio Durango, 2009;

Sharapin, 2000).

Estos andlisis fitoquimicos, por muchos afios han demostrado ser un método
adecuado para poner de manifiesto metabolitos secundarios con actividades bioldgicas
interesantes (Sanabria-Galindo et al., 1997). Casi siempre, en una misma planta existen
varios componentes bioldgicamente activos, el principal de ellos probablemente determina
las aplicaciones que tendra la especie en cuestion. Sin embargo, el grado en el que los
componentes secundarios influyen sobre la accion biologica queda puesto de manifiesto al
aislar el principio activo principal (Pawlow, 1985).Una caracteristica importante en la
estrategia de defensa de las plantas es la distribucion variable de los compuestos
secundarios en los diferentes tejidos vegetales, dependiendo de su importancia para la

planta, asi como su redistribucion segin avanza el desarrollo fenoldgico (Cheeke, 1995).

Por otro lado, el aislamiento y conocimiento estructural de compuestos provenientes
de las plantas, podria dar a lugar a disefiar reacciones para producir derivados

semisintéticos. Es entonces de gran importancia aislar los principios activos de las plantas,
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y su localizacion en las diferentes partes de las mismas o en los diferentes extractos, para

ser sometidos a ensayos biologicos adecuados.

1.5.1 Metabolitos secundarios: conceptos generales

Un gran porcentaje de los principios activos de plantas estd comprendido dentro de
los llamados productos naturales o metabolitos secundarios, que son compuestos quimicos
de estructuras relativamente complejas, de distribucion mas restringida y caracteristica de
fuentes botanicas especificas, en contraposicion a los llamados metabolitos primarios; los
cuales estan universalmente distribuidos. Ademas, participan en la actividad celular de
todo ser viviente (Lock, 1994; Lock, 1998; Kuklinski, 2000; Enriquez Flores et al., 2008).
Debido a que los metabolitos secundarios derivan biosintéticamente de ciertos compuestos
primarios (Figura 1.16), ambas clases de compuestos estan interconectados en una
extension que hace dificil el establecimiento de una clara division entre ellos (Azcon-Bieto

& Talén, 2000).
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Figura 1.16: Relaciones entre el metabolismo primario y secundario

Los metabolitos secundarios de las plantas eran considerados hasta hace unas

décadas, como sustancias carentes de una funcion especifica, que reflejaban un mero

23



Introducervn

aspecto de la biodiversidad. Las investigaciones realizadas desde hace pocos afios en el
campo de la ecologia quimica, han puesto de manifiesto que muchos de estos compuestos
secundarios juegan un importante papel en las relaciones planta-insecto (Pemonge et al.,
1997). Intervienen en relaciones de competencia entre las plantas, actuando como agentes
alelopaticos; como moléculas portadoras de informacion relacionada con posibles
funciones defensivas; ademas actian como sustancias naturales que son repelentes o
inhibidores del crecimiento, desarrollo y/o alimentacion de los insectos (Garcia Soldrzano,
2003). Es decir, se trata de sustancias que no son necesarias para que un organismo pueda
existir como tal, sino que simplemente aportan al individuo que las produce una ventaja

para responder a estimulos del entorno.

1.5.1.1 Alcaloides

Los alcaloides representan los metabolitos secundarios mas abundantes de las
plantas. Son un grupo muy heterogéneo tanto quimica como bioldgicamente (Dominguez,

1973; Barillas Lopez, 1998; Maldoni, 1991).

Son moléculas organicas méds o menos complejas, de cardcter basico por la presencia
en ellas de uno o més atomos de nitrogeno formando parte de un heterociclo; se sintetizan
de aminoacidos o de sus derivados inmediatos. Son sustancias mas o menos toxicas,

preferentemente sobre el sistema nervioso central (Azcon-Bieto & Talon, 2000).

Pueden encontrarse en todos los 6rganos vegetales, pero con frecuencia, dependiendo
de las especies, se acumulan s6lo en algunos de ellos (por ejemplo, en cortezas, raices,
hojas y frutos), mientras que al mismo tiempo, hay otros 6érganos libres de alcaloides. Una
sola especie vegetal puede contener mas de un centenar de alcaloides diferentes, y la
concentracion puede variar de una pequefia fraccion al 10% del peso seco (Robinson,

2001).

Se ha tratado de conocer la funcion de los alcaloides en las plantas; se los consideran
como productos terminales del metabolismo del nitrégeno, también se los asocian con la
proteccion del vegetal ante los actos predatorios de insectos y animales herbivoros, aunque
hay alcaloides que son toxicos tanto para el hombre como para los animales superiores,
pero no para los insectos (Dominguez, 1973). Por otra parte, se ha sugerido que algunos
alcaloides participan en el crecimiento del vegetal, ya sea por su capacidad de formar

quelatos o intervenir en fendmenos de 6xido-reduccion.
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Se encuentran en las plantas en forma de sales con 4cidos vegetales comunes
(acético, oxalico, lactico, malico, tartarico, citrico) o con ciertos acidos especiales
(fumarico, veratrico, acdnito); son solubles en agua y poco solubles en disolventes
organicos. Siendo estas propiedades en las que se fundan los procedimientos que se siguen

para su extraccion, asi como para su purificacion (Mufioz, 1996).

1.5.1.2 Terpenoides

Los terpenoides o isoprenoides constituyen uno de los grandes grupos de compuestos
secundarios presentes en el reino vegetal. Entre ellos se encuentran metabolitos claramente
secundarios (como los componentes de las esencias, balsamos y resinas) y un importante

grupo de metabolitos considerados fisiologicamente primarios.

Entre los isoprenoides considerados primarios figuran las fitohormonas: giberilinas y
el 4cido abscisico; la cadena isoprenoide de algunas citoquininas, de la plastoquinona y de
la ubiquinona; el fitol de la clorofila; los carotenoides; los fitoesteroles esenciales para la

integridad de las biomembranas y los dolicoles.

En las plantas se sintetizan a partir del compuesto de Cs isopentenil pirofosfato
(IpPP), que se puede considerar el isopreno activo, hipotético de Ruzicka (Azcon-Bieto &

Talén, 2000).

Estan formados por la union de un nimero entero de unidades de isopreno, y
constituyen una familia muy grande de compuestos que tienen una variedad de roles
diferentes en las plantas. Los triterpenos (treinta dtomos de carbono) son importantes
componentes estructurales de las membranas celulares de las plantas. Muchos pigmentos
de plantas, incluyendo los carotenoides amarillos y rojos, son tetraterpenos (cuarenta
atomos de carbono). Los monoterpenos y sesquiterpenos son componentes comunes de los

aceites esenciales.

Muchos terpenos juegan un papel como hormonas y en las defensas de las plantas
contra las enfermedades microbianas, herbivoros e insectos; otros tienen importantes
propiedades medicinales. Los avances recientes en biologia molecular han hecho posible
modificar genéticamente el metabolismo de los terpenos en las plantas con fines agricolas,

industriales y farmacéuticos (Robinson, 2001).
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1.5.1.3 Compuestos fenolicos

La presencia de fenoles es una caracteristica de todos los tejidos vegetales. Son
compuestos de estructura aromatica con uno o varios grupos hidroxilo, libres o sustituidos.

El compuesto bésico es el fenol, pero la mayoria de estos compuestos son polifenoles.

Entre los polifenoles vegetales figuran las quinonas fenolicas, las cumarinas, los
lignanos y los flavonoides. Estos ultimos forman el grupo mas numeroso. Ademas existen

importantes grupos de polimeros fendlicos, como las ligninas y los taninos.

En la naturaleza, los compuestos fendlicos desempefian un papel importante en la
proteccion de la planta frente a depredadores, como fitoalexinas y sustancias alelopaticas.
También actian como sefiales quimicas en la floracion y la polinizacion de las plantas, y
en los procesos de simbiosis y parasitismo vegetal. A su vez, el contenido y la naturaleza
de los fenoles en la planta pueden actuar sobre su crecimiento (Azcén-Bieto & Talon,

2000).
Clasificacion

= Existen fenoles simples (Cs), como el fenol, el catecol y el floroglucinol; también

derivados con cadenas laterales de uno, dos o tres carbonos (Azcon-Bieto & Talon,

2000).

= Ligninas: son los polimeros feno6licos mas importantes en la naturaleza, puesto que
proporcionan fuerza y rigidez estructural a la pared de la célula vegetal. La
lignificaciéon fue un suceso clave en la evolucién de los vegetales, permitio el
desarrollo de las plantas herbaceas como arboles y separa a las plantas vasculares

de las algas y las briofitas (Azcon-Bieto & Talon, 2000).

Estrechamente relacionados con las ligninas, los lignanos pueden variar desde
dimeros a grandes oligbmeros. Los lignanos pueden, por ejemplo, tanto ayudar a
defenderse de patdégenos como actuar de antioxidantes en flores, semillas, frutos,

tallos, cortezas, hojas y raices (www.psicostasia.com).

= Taninos: se clasifican en hidrolizables y condensados (no hidrolizables por el calor
o los acidos diluidos, a diferencia de los primeros). Ambos son insolubles en
solventes no polares (éter, cloroformo, hexano, benceno) y solubles en agua y
alcohol (Austin, 1989). Reaccionan con las proteinas salivares y glucoproteinas de
la boca ejerciendo un efecto astringente, lo cual hace que actien como disuasorios

alimentarios para depredadores (Azcon-Bieto & Talon, 2000).
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La gran cantidad de grupos hidroxilo fendlicos que poseen los taninos les hace ser
muy reactivos, proporcionandoles numerosos puntos de anclaje susceptibles de
formar puentes de hidrégeno, siendo éste el motivo por el que forman asociaciones
reversibles con otras moléculas, demostrando mayor afinidad por las proteinas
debido a la fuerte tendencia a formar puentes de hidrégeno entre los grupos
hidroxilo de los taninos y el oxigeno del grupo carbonilo de los péptidos. Se
encuentran principalmente en hojas de arboles, arbustos y leguminosas herbaceas

(Garcia Solérzano, 2003).

Flavonoides: son pigmentos vegetales derivados de la fenil-benzo y pirona o fenil
cromona (esqueleto carbonado Cs — C; — Cg). Se encuentran extensamente
distribuidos entre las plantas, tanto libres como glicosidos con una a tres unidades
de aztcar. Existen 6 clases principales: chalconas, flavonas, flavonoles, flavanoles,
antocianinas y taninos condensados, y otras dos mads, xantonas y auronas (Barillas
Lopez, 1998; Dominguez, 1973). Se hallan presentes en todas las partes de la
planta, algunos se encuentran ampliamente distribuidos como flavonas y
flavonoles, mientras que chalconas y auronas son mas restringidos en su

ocurrencia.

La funcion original de los flavonoides en las células vegetales se piensa que es
defensiva, proporcionando proteccion contra insectos, ataques de hongos, y virus y
el consumo por herbivoros invertebrados y vertebrados. Con la evolucion, sus
funciones se diversificaron (Robinson, 2001), atribuyéndoseles diversas
propiedades en las plantas, entre ellas podemos citar (a) proteccion a los vegetales
contra la incidencia de rayos ultravioleta y visible, asi como proteccion contra
insectos, hongos, virus y bacterias, (b) atrayentes de animales con finalidad de
polinizacion, (c) antioxidantes, (d) control de la accion de las hormonas vegetales,

(e) agentes alelopaticas y (f) inhibidora de las enzimas.

Como caracteristicas generales de estos compuestos se deben sefialar su solubilidad
en agua y etanol, su caricter fendlico y su intensa absorcion en la region
ultravioleta y visible del espectro debido a la presencia de sistemas aromaticos
conjugados. Una clasificacion preliminar del tipo de flavonoide en un extracto de
planta, puede hacerse basado inicialmente en un estudio de sus propiedades de

solubilidad y de comportamiento ante reacciones de color; esto, seguido por un
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examen cromatografico directamente del extracto y/o del extracto hidrolizado

(Lock, 1994).

Cumarinas, furanocumarinas y estilbenos: protegen frente al ataque bacteriano y
de hongos patdgenos, repelen herbivoros e inhiben la germinacioén de las semillas

(wWww.psicostasia.com).
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CAPITULO 2

OBJETIVOS E HIPOTESIS

2.1 Objetivo General

Extraer, purificar y determinar los componentes quimicos (metabolitos secundarios)
provenientes de extractos de Baccharis articulata con potenciales propiedades repelentes

frente al escarabajo rojo de la harina, Tribolium castaneum (Herbst).

2.2 Hipotesis

Los extractos crudos vegetales de Baccharis articulata y las fracciones provenientes
de estos, poseen actividad repelente en adultos de 7. castaneum debido a la presencia de
principios activos (metabolitos secundarios) de origen natural; permitiendo de esta manera
el control de plagas; con buena eficacia, selectividad y amigables con el ambiente.
Evitando asi el uso de plaguicidas convencionales, muchos de los cuales son resistidos por
las plagas, causan contaminacion ambiental y producen efectos secundarios en otras

especies consideradas beneficiosas.
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CAPITULO 3

MATERIALES Y METODOS

3.1 Busqueda Bibliografica

Matoriates y Metodos

La busqueda y actualizacion bibliografica se realizd de manera permanente. A través

de la Red Universitaria fue posible la investigacion y revision de trabajos referidos al tema

a través del buscador cientifico Scopus, como asi también la descarga de los trabajos por

medio de la Biblioteca de Ciencia y Tecnologia perteneciente al MINCY'T.

3.2 Materiales y equipos de laboratorio

Tl
s

Tl
s

L

L

L

L

L

L

L

L

L

L

Atomizador (spray de vidrio)
Balanza analitica
Columna cromatografica

Cristalizadores

Cromatofolios de silcagel 60 F;s4 en capa fina — Merck

Cuba para cromatografia
Embudo simple y buchner
Envases de vidrio

Equipo para VLC
Lampara de luz UV
Micropipetas

Molino de cuchillas
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Papel de filtro

Pipetas

Placas de Petri

Probetas

Silicagel 70-230 mesh 60A — Aldrich Chemical Company
Silica gel 60 H — Merck

Tips

Tubos de ensayo

3.3 Reactivos

L2

L2

L2

»

»

L2

L2

»

»

»

»

L2

L2

»

»

Acetato de etilo — Dorwil p.a.

Acido sulfurico concentrado — Cicarelli p.a. (95-98 %)
Acido clorhidrico concentrado — Cicarelli p.a. (36,5-38 %)
Anhidrido acético — Cicarelli p.a

Alcohol etilico “absoluto” — Dorwil p.a.

Benceno — Cicarelli p.a.

Cintas de magnesio metalico

Cloroformo — Dorwil p.a.

Eter de petroleo — Biopack p.a.

Hidréxido de amonio — Cicarelli p.a. (28-30 %)
Metanol — Biopack p.a.

n — Hexano — Dorwil p.a.

Tolueno — Mallinckrodt

Tricloruro férrico anhidro (FeCls) — Merck

Vainillina - Mallinckrodt
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3.4 Material vegetal

3.4.1 Colecta

La especie Baccharis articulata, proveniente de la provincia de La Pampa, se colecto
en la Ruta Provincial 14, Km 150 aproximado; en los meses de marzo - abril de 2010 y en
abril de 2011. El material herbario corresponde al Dpto. Conhelo, Eduardo Castex (Troiani
y Steibel 6198, 21-X1-79). Tanto la recoleccion como la clasificaciéon botanica fueron
realizadas por el Ingeniero Agrénomo Oscar Martinez, docente de la Facultad de

Agronomia de la Universidad Nacional de La Pampa.

Las partes aéreas, colectadas en su habitat natural, se secaron al aire (26 +/- 2 °C)
(Fig. 3.1) durante 10 dias, rotandose diariamente y cambiando el papel periddicamente, ya
que este absorbe el agua. Una vez secas, se molieron para tener un area de contacto mayor
con el disolvente de extraccion. La molienda se realiz6 empleando un molino de cuchillas

(Fig. 3.2) hasta obtener un polvo fino (malla de 200 mesh).

Figura 3.1: Secado de las partes aéreas de

Baccharis articulata

Figura 3.2: Molino de cuchillas
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3.4.2 Obtencion de los extractos crudos

El material vegetal seco y molido (2,120 Kg) se sometid a maceracion, colocandolo
en un recipiente de vidrio con el disolvente, en una proporcion 1:5 p/v. Se dejo en reposo
por un periodo de 48 hs, agitando con frecuencia. Los solventes utilizados fueron
primeramente n-hexano con el fin de desengrasar el material vegetal y seguidamente
etanol-cloroformo 1:1, realizando dos extracciones con esta mezcla de solventes (Cifuente

et al., 2002; Davicino et al., 2007).

Los extractos crudos se filtraron al vacio (Fig. 3.3) y se concentraron bajo campana.
Los extractos concentrados (hexanico y etanolico-cloroformico) fueron conservados en
frascos color ambar para evitar la descomposicion de las sustancias activas por accion de la
luz (fotosensibles). Las muestras se dejaron en refrigeracion a 5 °C para posteriormente

someterlas a analisis (Frias Tamayo et. al., 2011).

Figura 3.3: Filtracion por Biichner

3.5 Fraccionamiento de extractos

El extracto etanolico-cloroférmico (149,46 g) se fracciond mediante cromatografia
liquida al vacio (VLC) sobre silica gel 60 H, eluyendo con mezcla de n-hexano y acetato
de etilo, de polaridad creciente (Cifuente et. al., 2002) (Fig 3.4). Se recolectaron 38
fracciones, cada una de ellas fue cromatografiada en placas de silicagel 60 F,s4 y luego
reveladas con oleum (H,SO4:CH3;COOH:H;O en la relacion 4:20:1). Posteriormente se

calentaron en estufa a 100-105 °C. Se agruparon aquellos eluatos que mostraron Ry
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similares por cromatografia en capa fina (TLC), obteniendo 7 fracciones finales (Petenatti

et. al., 2005).

Figura 3.4: Fraccionamiento por VLC del

extracto etandlico-cloroformico de B. articulata

Cada una de las fracciones fue sometida a pruebas de tamizaje o screening
fitoquimico y les fue probada su actividad repelente. Las fracciones bioactivas de menor

polaridad se purificaron por cromatografia en columna (CC).

El proceso de extraccion y fraccionamiento de los extractos orgédnicos de B.

articulata se puede observar en el siguiente diagrama de flujo (Figura 3.5).
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Figura 3.5: Proceso de extraccion y fraccionamiento de los extractos organicos de B.

articulata
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3.6 Tamizaje Fitoquimico

3.6.1 Ensayos de coloracion

3.6.1.1 Ensayo del Cloruro Férrico

Permite determinar la presencia de compuestos fenolicos y/o taninos en un extracto
vegetal. Para ello, a una alicuota del extracto crudo se la redisolvid en etanol absoluto,
obteniéndose el extracto alcoholico, al cual se le adicionaron 3 gotas de una solucion de
tricloruro férrico (Aragadvay Yungan, 2009). Un ensayo positivo brinda la siguiente

informacion general:
- Desarrollo de una coloracion rojo-vino, compuestos fendlicos en general.
- Desarrollo de una coloracion verde intensa, taninos del tipo pirocatecolicos.

- Desarrollo de una coloracion azul, taninos del tipo pirogaloténicos.

3.6.1.2 Ensayo de Liebermann-Burchardt

Permite reconocer la presencia de triterpenos y/o esteroides. Para ello se redisolvio
una alicuota de cada fracciéon en 1 ml de cloroformo, se le adiciondé 1 ml de anhidrido
acético y se mezclo bien. Por la pared del tubo de ensayo se dejaron caer 2-3 gotas de

acido sulfurico concentrado, sin agitacion (Aragadvay Yungan, 2009).

La reaccion de Liebermann-Burchard es tipica de los ciclos fusionados que contienen
dos dobles enlaces conjugados, en un mismo anillo, en dos anillos adyacentes o un doble
enlace en un anillo adyacente con un grupo hidroxilo. La reaccion debe realizarse en medio
absolutamente anhidro, ya que, al existir moléculas de agua, estas reaccionan con el
anhidrido acético, anulando de esta manera la formacion de un agente oxidante, muy

necesario para la efectividad del ensayo en mencion.

El cloroformo solubiliza a la muestra, favoreciendo la captacion de algunas
moléculas de agua presentes, debido a que es un solvente inmiscible, que absorbe el agua
y, el acido sulftirico, reacciona con el anhidrido acético, dando lugar a la liberacion de
hidrogeniones, los cuales catalizan la dimerizacion del triterpeno inicial y ademas, la

generacion de trioxido de azufre, el agente oxidante que promoverd una deslocalizacion
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generalizada y, con ello la generacion de un compuesto coloreado (Enriquez Flores et al.,

2008).
Un ensayo positivo se did por un cambio rapido de coloracion:
- Rosado-azul muy rapido
- Verde intenso-visible aunque rapido
- Verde oscuro-negro final de la reaccion

El primer cambio de color muy pocas veces puede observarse, mientras que el tercer
cambio generalmente ocurre cuando el material evaluado tiene cantidades importantes de
estos compuestos. En definitiva el cambio de color que se observa con mayor frecuencia es

el segundo, quedando la reaccion en esta fase de desarrollo de la coloracion.

3.6.1.3 Ensayo de Shinoda

Permite reconocer en un extracto la presencia de flavonoides. Para la determinacion
se redisolvié una alicuota de cada fraccion en 2 ml de etanol, adicionando 2-3 virutas de

Mg y unas gotas de &cido clorhidrico concentrado por las paredes del vial.

Se observa la coloracion, la cual varia para las distintas estructuras. Las coloraciones
anaranjadas, rojas, rojas-azulosas o violetas indican la presencia de flavonas, flavononas,
flavonoles, flavononoles o xantonas. Ocasionalmente los flavonoles, las flavononas y
flavononoles dan colores verdes o azules (Aragadvay Yungan, 2009; Carvajal Rojas et al.,

2009).

En esta reaccion, el magnesio metalico es oxidado por el acido clorhidrico
concentrado, dando como productos al hidrégeno molecular, que es eliminado en forma de
gas, y el cloruro de magnesio, forma complejos con los flavonoides dando coloraciones
caracteristicas. El magnesio divalente, actlia sobre el grupo carbonilo de dos flavonas,
produciendo una coloracidn roja, este aumento de intensidad es debido a que el magnesio

divalente intensifica la coloracion por estar doblemente coordinado.

En los flavonoles el magnesio divalente presenta dos enlaces de coordinacion fuertes
y dos débiles; los primeros son formados por los oxigenos de los grupos carbonilos y los
segundos por los hidroxilos de la posicion 3, de esta manera la intensidad aumenta dando
como resultado una coloracion que va desde el rojo al crimson (Enriquez Flores et al.,

2008).
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3.6.2 Analisis por cromatografia en capa delgada para determinacion

cualitativa de metabolitos secundarios

La cromatografia se realiz6 en placas de silicagel 60 Fas4 con sistemas de solventes

propios para cada tipo de compuestos.

3.6.2.1 Determinacion de terpenoides libres
Para la realizacion del analisis por TLC:
* Adsorbente: gel de silice Fysa.
* Sistema A (segin Dominguez, 1973):
» Fase movil: Benceno-acetato de etilo (8:2).
» Revelador de Liebermann-Burchardt.

Se considera resultado positivo si bajo estas condiciones aparecen manchas en

cualquier tonalidad del rojo, azul o verde.
* Sistema B (segun Mangiaterra 2010):
» Fase movil: tolueno-acetato de etilo (95:5)
» Revelador vainillin sulfarico.

Se considera un resultado positivo si bajo estas condiciones aparecen manchas en

tonalidades violetas y azules.

3.6.2.2 Determinacion de flavonoides
Para la realizacion del analisis por TLC:
* Adsorbente: gel de silice Fysa.
* Sistema de solvente cromatografico: éter de petroleo-acetato de etilo (2:1).

Aunque la mayoria de los flavonoides poseen color, cuando estan depositados sobre
papel o capa delgada en cantidades de microgramos son casi incoloros. La luz UV puede
mostrar manchas amarillo verdosas de flavonoles, cafés de flavonas, cafés o negros de
antocianinas. Las chalconas poseen fluorescencia amarilla o anaranjada que se intensifican

al exponerlas a vapores de amoniaco. Los vapores de amoniaco al desaparecer permiten
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efectuar otras pruebas, por lo que el procedimiento seguido fue el siguiente (Dominguez,
1973):

1. Se observaron las manchas visibles (auronas, chalconas, antocianinas).

2. Se examinaron las placas con luz UV de onda larga (366 nm) observando las

manchas fluorescentes (flavonoles, chalconas) o manchas oscuras.

3. Se expusieron las placas a vapores de amoniaco en tanto que se examinaron con
luz UV. Las flavonas y glicésidos flavondlicos exhiben fluorescencia amarilla, las

flavononas se ven amarillas y las catequinas azul claro.

4. Se observaron nuevamente a la luz ordinaria, las antocianinas se ven azul-grisaceo,

las flavonas amarillo, las chalconas y auronas naranja-rojo.

5. Se emple6 ademés como revelador una disolucién al 1% de FeCls en etanol, dando

manchas azules, rojas, verdes y/o marrones en presencia de flavonoides.

3.6.2.3 Determinacion de alcaloides
Para la realizacion del analisis por TLC:
X Adsorbente: gel de silice Fosa.

* Sistema de solvente cromatogrdfico (segin Dominguez, 1982): cloroformo -

acetato de etilo (8:2).

#* Deteccion: revelador de Dragendorff. Coloracion roja a naranja.

3.7 Bioensayo

3.7.1 Insectos

Los ejemplares de 7. castaneum provienen de una colonia susceptible provista por el
Centro de Investigaciones de Plagas e Insecticidas (CIPEIN-CITEDEF/CONICET), se
criaron en recipientes plasticos de 14 x 10,5 x 30 cm; cerrados con tela de malla fina. Se
mantuvieron en condiciones controladas de temperatura (25 + 2°C) y humedad relativa (65

+ 5% HR) y un fotoperiodo 12:12 hs. (L:O) para permitir su rapida reproduccion (F.A.O.,
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1974). Los insectos fueron alimentados con una mezcla de harina-levadura en proporcion

7:1.

3.7.2 Actividad repelente en adultos de 7. castaneum

Las pruebas de repelencia se llevaron a cabo siguiendo el método propuesto por
Talukder & Howse (1993, 1994). Se utilizaron circulos de papel de filtro de 9 cm. de
diametro separados en dos mitades iguales. En una de ellas se aplico 1 mL de la solucion
de los extractos en concentracion de 10 mg/mL, distribuyéndose uniformemente con una
pipeta, y lograndose un sustrato tratado de 0,31 mg de extracto/cm”. La otra mitad (control)
fue tratada con el solvente utilizado en la preparacion de la solucion. Los circulos se
secaron al aire hasta evaporacion completa del solvente y fueron dispuestos en placas de
Petri a las que se les colocaron diez insectos adultos. Para cada extracto se realizaron
ensayos independientes de tres réplicas cada uno (Figura 3.6). El recuento de gorgojos
presentes en cada mitad se efectud a intervalos regulares de una hora hasta la quinta hora
posterior al inicio del tratamiento. Los datos fueron convertidos en porcentaje de

repelencia (PR) por medio de la siguiente formula:

PR (%) = (N¢ - 5) * 20

Donde N, es el nimero de insectos presentes en la mitad control.
Valores positivos (+) expresan repelencia y valores negativos (-) atractancia.

Los valores obtenidos luego fueron categorizados segun la siguiente escala:

Clase PR (%)
0 >(0,01 a<0,1

I 0,1 a20

II 20,1 a40

111 40,1 a 60

v 60,1 a 80
\Y% 80,1 a 100
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Figura 3.6: Réplicas para bioensayo de repelencia

en placa de Petri

3.7.3 Métodos estadisticos

Para el ensayo de repelencia, ademas del calculo del indice mencionado
anteriormente, los datos se analizaron empleando el analisis de la varianza de un factor
(ANOVA), con un nivel de significancia p =0,05; mediante el paquete de Microsoft Office
2003. En el caso de existir diferencias significativas entre las medias de las fracciones

estudiadas se realizo la prueba de Tukey (p <0,05) (InfoStat, 2001).

El procedimiento seguido con las 7 fracciones obtenidas por VLC a partir del
extracto etanolico-cloroférmico, se puede observar en el siguiente diagrama de flujo

(Figura 3.7).
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F,-F,-F,-
d_Fs_Fs_F?

Tuho Cromatografia

: Triterpenos y/o
Taninos yio Flavonnides Alcaloid Esternides
Fenoles Efizayo de Shinoda & Lichertnatm-Burchatrd
Clorurn Férico b Faro. Dragendorff Vainillin-Sul firico

¥
Triterpenos y/o Flavonoides
Estoroides Luz wisihle
Ensayo de Luz UV (3:66 furr)
Amaoniaco

Liebhermarm-Burchardt
Cloruro Férmco en etanol

(1%)

Figura 3.7: Procedimiento seguido con las fracciones obtenidas mediante VLC

3.8 Purificacion de las fracciones bioactivas de menor polaridad

Las fracciones bioactivas de menor polaridad (F,, F» y F3) se purificaron por
cromatografia en columna (CC) con gel de silice, malla 70-230 (15,60 g para Fy; 13,80 g
para F> y 14,50 g para F3), utilizando sistemas de disolventes de polaridad creciente (n —
Hexano, n — Hexano-EtOAc y EtOAc). Posteriormente, se reunieron los eluatos obtenidos
de cada fraccionamiento que mostraron similares Ry por cromatografia en capa fina (TLC).
Las TLC se realizaron sobre placas de gel de silice 60 F,s4 y se observaron con luz UV

(254 nm y 366nm).
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A las sub-fracciones se les realizaron pruebas fitoquimicas mediante TLC para la
identificacion de las familias de compuestos pertenecientes a flavonoides y terpenoides;

segun las técnicas descritas anteriormente.

3.8.1 Identificacion de los compuestos puros

Los compuestos presentes en las fracciones F;E y F3;C-II, provenientes de la
purificacion de la fraccién 3, fueron identificados mediante "H RMN. Los espectros de 'H
RMN que permitieron la identificacion y la dilucidacion estructural, fueron realizados
empleando un espectrometro Bruker AC-200.13 Mz., usando CI;CD como solvente y

TMS como estandar interno.

El proceso de purificacion e identificacion de las fracciones bioactivas y de menor

polaridad se presenta en el siguiente diagrama de flujo (Figura 3.8).

F,-F,-F,
Figura 3.8: Proceso de purificacion e
1dentificacion de las fracciones
Purificacion cC L
bioactivas
Identificacion 'HRMN
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CAPITULO 4

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Resultados

4.1.1 Extraccion

Mediante el método de extraccion solido-liquido, explicado en la seccion 3.4.2, se
obtuvo el rendimiento de extraccion de la especie vegetal finamente molida, utilizando
como solventes n-hexano y etanol-cloroformo (1:1). Se calculé como g de extracto cada
100 g de material vegetal. La Tabla 4.1 muestra los rendimientos de extraccion obtenidos
con n-hexano y con etanol-cloroformo para B. articulata. Se aprecia el mayor rendimiento
con la mezcla de solventes (etanol — cloroformo), siendo muy superior al obtenido

empleando n-hexano.

Tabla 4.1: Porcentaje de extraccion de Baccharis articulata con n-hexano y etanol-

cloroformo
Rendimiento con Rendimiento con | tanol-
EsPccic vcgcta]
n~fJexano (%) Cloroformo (%)
Paccharis articulata 0,13 7,05

El uso de diferentes disolventes, permite separar compuestos con caracteristicas de

polaridad semejante a la de estos. Los principios activos deben pasar de la planta al
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disolvente, de manera que se obtenga un extracto liquido. Posteriormente dicho extracto se

puede concentrar eliminando mayor o menor cantidad del disolvente (Kuklinsky, 2000).

4.1.2 Bioensayo dirigido a la seleccion del extracto a purificar

Se realizaron bioensayos con los dos extractos obtenidos, para determinar el indice

de repelencia de cada uno de ellos a los largo del tiempo de ensayo.

Se pudo observar efecto repelente sobre los adultos de 7. castaneum, a partir de la
primera hora de iniciado el tratamiento, tanto con el extracto hexanico como con el

etanolico-cloroformico de B. articulata.

El extracto hexénico muestra a la hora 2 su mayor indice de repelencia, mientras que
el minimo efecto se observa a la hora 4. En el caso del extracto etandlico-cloroformico el

maximo se da en la hora 4.

Ambos extractos se encuadran dentro de la clase III (40,1 — 60,0), sin mostrar

ninguno de ellos una repelencia del 100%.

Los resultados se muestran en la siguiente tabla:

Tabla 4.2: indice de Repelencia sobre 7. castaneum al aplicar los extractos hexanico y

etanolico-cloroférmico de Baccharis articulata.

Conc. IR Promcdio para las horas de
Promedio
F xtracto [ xtracto tratamiento Clasc
(mg/cmz) 1 2 5 4 3 IR (%)
[Hexanico 031 40,95 53,33 42,86 26,67 45,71 41,90 1l
Etanélico~
031 4526 4053 3737 52,14 4105 4327 |l

cloroférmico
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4.1.2.1 Efecto del tiempo de tratamiento al evaluar los dos extractos

Se evalud6 el comportamiento de los insectos adultos a lo largo del tiempo de ensayo
(5 hs.) con la finalidad de determinar cual resulta ser el Optimo para el subsiguiente

fraccionamiento.

La maxima repelencia observada se obtiene cuando los diez insectos adultos
colocados en la placa de Petri, se encuentran en la mitad que corresponde al control, sin
embrago; también se habla de repelencia cuando el nimero de insectos en esta mitad es
superior a 5. En caso contrario, es decir cuando la cantidad de gorgojos en el control es

inferior a 5 se habla de atractancia del extracto evaluado.

Tal como se aprecia en la Figura 4.1, durante el tiempo que dur6 el tratamiento, no
se observd atractancia en ninguno de los dos extractos, tampoco una distribucion
homogénea en ambas mitades. Por lo tanto, ambos extractos muestran efecto repelente, ya

que en todo momento el nimero de insectos en la mitad control es superior a 5.

El maximo nimero de insectos presentes en la mitad control para el extracto
hexénico, se obtuvo a las dos horas de comenzado el tratamiento; mientras que en el caso
del extracto etanolico-cloroférmico la mayor cantidad de insectos prsentes en el control se
tuvo luego de cuatro horas. Sin embargo, para ambos extractos se observa que una vez

cumplida la primera hora, poseen buena actividad repelente (Figura 4.1).

Los resultados antes descritos se evidenciaron en la seccion precedente al analizar los

IR obtenidos en las cinco horas de estudio.
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Extracto Hexano

control

=== Extracto Etanol-
Cloroformo

Promedio de insectos en el

O -~ NW D OO N OO

0 1 2 3 4 5

Horas de tratamiento

Figura 4.1: Efecto repelente de los extractos hexanico y etanolico-cloroférmico de B.

articulata sobre T. castaneum

4.1.2.2 Comparacion de dos medias muestrales

Se compararon las medias de ambos extractos, para determinar si las varianzas de las
muestras eran homogéneas o heterogéneas empleando un ensayo F. Se pudo comprobar
que ambas varianzas pertenecen a la misma poblacion, esto es, son estimaciones de la
misma varianza poblacional, por lo que fue posible calcular una varianza conjunta o

promedia.

Para comparar las medias se calculo el valor de ty (empleando el valor de s® conjunta)
y se lo compard con el t.i. A partir de dicha comparacidn se observd que tanto para cada
hora, como asi también a nivel global, los valores de ty resultaron ser inferiores al t., s
decir, no se demostr6 que exista diferencia entre las medias para el valor de significacion

elegido (p <0,05).

De acuerdo con los resultados obtenidos y como se expresé precedentemente no se
observan diferencias significativas entre los indices de repelencia para ambos extractos,
razon por la cual al momento de la eleccion del extracto a purificar, se escogio el extracto
etanolico-cloroformico proveniente de B. articulata. La eleccion se debe a que éste
presenta un rendimiento superior al momento de la obtencion del extracto, favoreciendo en
este sentido, la obtencién de mayor cantidad de material a fraccionar, para la posterior

realizacion del tamizaje fotoquimico, como asi también la determinacion de la repelencia.
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4.1.3 Fraccionamiento del extracto etanolico-cloroformico

Se realizd el fraccionamiento del extracto etandlico-cloroféormico por VLC
empleando como solventes n-hexano y mezclas de n-hexano/acetato de etilo, en
concentraciones crecientes de este ultimo. Se agruparon las fracciones como se indica en la
Tabla 4.3. Posteriormente, a las siete fracciones finales se les realizaron estudios

fitoquimicos y pruebas de repelencia.

Tabla 4.3: Fracciones provenientes del extracto etanolico-

cloroférmico obtenidas por VLC

FRACCION POLARIDAD DEL ELUYENTE

F, n-Hexano:AcOEt 5%
F, n-Hexano:AcOEt 10%
F; n-Hexano:AcOEt 20%
F4 n-Hexano:AcOEt 30%
Fs n-Hexano:AcOEt 50%
Fe n-Hexano:AcOEt 75%
F; AcOEt puro

4.1.4 Tamizaje Fitoquimico

El tamizaje fitoquimico, desarrollado por medio de técnicas de analisis quimico
cualitativo no instrumental, constituyé una de las etapas que permitid determinar los
principales grupos quimicos presentes en las fracciones provenientes del extracto

etanolico-cloroformico de la especie estudiada.
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4.1.4.1 Pruebas de coloracion

El analisis fitoquimico, mediante el empleo de pruebas de coloracion, de las
fracciones provenientes del extracto etanolico-cloroférmico de las partes aéreas de B.
articulata; comprendid la identificacion de aquellos metabolitos secundarios que con
mayor frecuencia se asocian a un efecto repelente; mediante el empleo de pruebas
especificas, rapidas, reproducibles y de bajo costo. Segun el andlisis preliminar, la mayoria

de las fracciones presentan fenoles y/o taninos, esteroides y/o terpenos y flavonoides.

La presencia de compuestos fendlicos y/o taninos se observa en 5 de las 7
fracciones: F3, Fa, Fs, Fs y F7. Los terpenoides por su parte, estan presentes en todas las
fracciones, observandose la tercera fase de desarrollo de color; con excepcion de Fy, en la
cual el desarrollo de color quedd en la segunda fase. Finalmente, los flavonoides presentan
una distribucion mas restringida, encontrandose en 3 fracciones: F3, F¢ y F7. Los resultados

se muestran con mayor claridad en la Tabla 4.4.

Tabla 4.4: Identificacion de metabolitos secundarios por pruebas de coloracion, en las

fracciones provenientes del extracto etanolico-cloroférmico, obtenidas por VLC

[ nsayo/
Mctabyolito Indicadores F‘ B B 5 e Ty
Cloruro férrico/ o
Compuestos rOJo~vmo (F>
fenolicos verde intenso (+) () - (+) ) +) (+) (+)
y/o taninos azul (+)
1 ber rosado-azul (+>
- e verde intenso-
urchardt/
> . visible (++) (++4)  (F4) () (1) (k) () ()
Trlt@rpénos verde oscuro-
y/o esteroides

negro (+++)

amarillo,

hinods naranja, rojo
Shinods R 0 w00

/:/avono/c/es violeta, verde o

azu] (+)
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4.1.4.2 Determinacion cualitativa de metabolitos secundarios por TLC

Se evaluaron por cromatografia en capa fina las siete fracciones provenientes del
extracto etandlico-cloroformico (Fj, Fa, Fs, F4, Fs, Fg y F7). Los cromatogramas revelados
con los agentes cromogénicos, demuestra que cualitativamente se tiene la presencia de

metabolitos secundarios tales como: terpenoides y flavonoides.
# Terpenoides
X Sistema A

En la placa cromatografica se pudo observar, en la calle correspondiente a la fraccion
2, la presencia de una mancha de color rosado, que indica la presencia de compuestos
terpenoides. También se observaron manchas de color verde en las fracciones 3 y 4; si bien
la presencia de manchas de dicho color es indicativa de terpenoides, en este caso podria

deberse a los pigmentos que poseen estas fracciones (ver Figura 4.2).

Los resultados obtenidos para este sistema no se condicen completamente con los
obtenidos en los ensayos de coloraciéon en tubo, para los cuales las siete fracciones
presentaban este tipo de compuestos, estas diferencias pueden deberse a la sensibilidad de

los métodos o del revelador empleado.

Figura 4.2: Cromatograma de las fracciones provenientes del
extracto etanolico-cloroférmico en el sistema A, revelado con el

reactivo de Liebermann-Burchardt.

# Sistema B

Para este segundo sistema, se observaron manchas azules y azul-violaceas,
exhibiendo la presencia de terpenoides. Esta coloracion se aprecié en todas las fracciones
evaluadas (Figura 4.3), lo que concuerda con los resultados obtenidos para las reacciones
en tubo. Este resultado, apoyaria la hipdtesis anteriormente planteada en lo que respecta a

una menor sensibilidad del revelador de Libermann-Burchardt al momento de la deteccion
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en placa cromatografica de los terpenoides, ya que este revelador detecta la presencia
unicamente de triterpenos, mientras que el revelador vainillin-sulfirico es mucho mas

general.

Las fracciones que mostraron mayor numero de bandas son: F,, F3 y F4, indicando
una mayor diversidad de terpenoides en estas fracciones con respecto al resto. También se
observan en estas fracciones bandas con igual Ry, es decir que los compuestos terpenoides

en estas resultarian ser los mismos.

Figura 4.3: Cromatograma de las fracciones provenientes del
extracto etanolico-cloroformico en el sistema B, revelado con

el reactivo vainillin sulfurico.

# TFlavonoides

Al observar la placa cromatografica a la luz visible, la presencia de manchas puede
considerarse que se debe a un pigmento. En lo que respecta a la luz UV de onda larga (366
nm) se observaron principalmente manchas oscuras en las fracciones Fs3, Fa, Fs, Fg y F7,
pudiendo ser atribuidas a la presencia de flavonas y/o antocianinas (Dominguez, 1973).
También se observé fluorescencia rosada (en Fs y Fy4) y fluorescencia blanca (en Fy4, Fs y
F7), sin embargo, no se encontr6 bibliografia que indique a que tipo de compuestos

pudieran deberse estas coloraciones fluorescentes.

Se obtuvo un resultado positivo empleando como revelador los vapores de amoniaco
en Fy4, Fs, Fg y F7, presentando todas las fracciones mencionadas coloracion anaranjada y

este color fue mas intenso en el caso de las dos ultimas.

Finalmente, al emplear la solucion de FeCl; al 1% en etanol como revelador, la
coloracion observada en la placa cromatografica fue la marrén, presentandose en las

fracciones Fq4, Fs, Fg y F7.

Todo lo expuesto anteriormente puede observarse en las Figuras 4.4, 4.5 y 4.6.
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Figura 4.4: Cromatograma de las fracciones provenientes del
extracto etanolico-cloroférmico revelado con luz UV de onda larga

(366 nm).

Figura 4.5: Cromatograma de las fracciones provenientes del

extracto etanolico-cloroformico revelado con vapores de amoniaco.

Figura 4.6: Cromatograma de las fracciones provenientes del extracto

etanodlico-cloroformico revelado con FeCls al 1% en etanol.

Los resultados observados por TLC no concuerdan completamente con los obtenidos
mediante las reacciones en tubo. Por lo que, se puede expresar que el revelador luz UV es
mas sensible, pudiendo mostrar resultados positivos para un mayor numero de fracciones.
En contraposicion, las reacciones en tubo indican el menor numero de fracciones positivas,
debiéndose, quizas a que la concentracion de estos metabolitos en las fracciones analizadas
no es la suficiente como para dar la coloracion esperada. Para el caso de los dos

reveladores restantes se observd que presentaron resultados positivos en las mismas
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fracciones (F4, Fs, Fs y F7), por lo cual puede inferirse que la sensibilidad que presentan los

mismos se encuentra dentro del mismo rango.

En términos generales, si bien no hubo concordancia en un 100% entre los distintos
reveladores y con las reacciones en tubo, la presencia de flavonoides en las fracciones F3,
F4, Fs, F¢ y F7; fue corroborada, obteniéndose resultados positivos al menos por dos
metodologias (este es el caso de F3). Los mejores resultados se obtuvieron en F¢ y F; ya

que la presencia de flavonoides fue confirmada en las cuatro determinaciones realizadas.
#  Alcaloides

En lo que respecta a la determinacioén de alcaloides mediante TLC empleando como
revelador el reactivo de Dragendorff, no fue posible evidenciar en este estudio la presencia
de estos metabolitos secundarios. La prueba resultd negativa, ya que no se observaron

manchas de color rojo o naranja como se esperaba para estos compuestos.

Como se pudo observar mediante la realizacion del analisis fitoquimico, las
fracciones provenientes del extracto etanolico-cloroférmico que presentaron mayor
cantidad de compuestos fueron: Fs, F4, Fs, Fs y F7, ya que se detectd la presencia de
terpenoides, flavonoides y taninos. Estos ltimos, serian de tipo pirocatecolicos en F3 y Fu;

y en Fs, Fg y F7 de tipo pirogalotanicos.

Por otra parte, las fracciones 1 y 2, que son poco polares, presentaron unicamente
compuestos terpenoides, aunque el numero de bandas observadas es inferior al de Fs, F4 y

Fs.

Finalmente, ninguna de las siete fracciones evaluadas presentd alcaloides.

4.1.5 Evaluacion de las fracciones obtenidas por VLC frente a ensayos
biologicos

En este trabajo, las siete fracciones obtenidas luego de realizar la cromatografia flash
al extracto etandlico-cloroférmico, fueron evaluadas mediante la realizacion de ensayos

bioldgicos. Les fue probada su repelencia sobre el gorgojo rojo de la harina, mostrando

todas las fracciones efecto repelente sobre 7. castaneum.

Las fracciones que produjeron los porcentajes de repelencia mas altos al finalizar las

cinco horas de ensayo fueron F;, seguida por: F,, F3, F7 y Fg, con 87,73; 80,00; 64,89;
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63,56 y 62,13% respectivamente. El resto de las fracciones presentaron una repelencia
inferior al 60,00% (Tabla 4.5). La fraccion 1 provoco una repelencia maxima de 93,33%

en la cuarta hora de estudio. Este fue el inico tratamiento que se encuadr6 en la clase V.

Como promisorias se destacan las tres primeras fracciones, presentando F, clase V y

F, y F3, clase IV.

Tabla 4.5: indice de Repelencia de las fracciones obtenidas por VLC del extracto crudo

etanol-cloroformo de B. articulata sobre T. castaneum

Conc. IR Promcclio para ]as horas de

Promedio
F xtracto [C xtracto tratamiento Clasc

(mg/cmz) 1 2 % 4 5 IR (%)
I 0,31 78,67 893% 90,67 9%3% 86,67 87,73 V
f:z 0,51 75,53 8444 8444 88,89 68,89 80,00 ]\/
s 0,31 5%%% 66,67 66,67 8000 57,78 64,89 \Y,
. 0,31 20,00 51,11 46,67 66,67 62,22 4933 I
s 0,31 57,78 66,67 60,00 60,00 37,78 5644 Il
Fe 0,31 68,00 52,00 6933 62,67 58,67  62,i% \Y,
I, 0,31 735% 73533 51,11 66,67 5335 63,56 \Y,
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4.1.5.1 Promedio de insectos en el control para las horas de ensayo, en las siete

fracciones analizadas

Se evalud para cada una de las fracciones (siete) el comportamiento de los insectos
adultos a lo largo del tiempo de ensayo (5 hs.) con el objeto de determinar cuales resultan

apropiadas para una posterior purificacion.

Tal como se menciond6 en la seccion 4.1.2.1, la méxima repelencia se obtiene cuando
los diez insectos adultos colocados en la placa de Petri se encuentran en la mitad que
corresponde al control, aunque también existe repelencia cuando el nimero de insectos en

esta mitad es superior a 5.

Como puede apreciarse en la Figura 4.7, durante el tiempo que dur¢ el tratamiento,
no se observa atractancia en ninguna de las fracciones. Sin embargo, si puede hacerse
referencia al efecto repelente, ya que en todo momento el nimero de insectos en la mitad

control es superior a 5.

OHoral
O Hora 2
OHora 3
OHora 4
OHora 5

Promedio de insectos en el control

F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7

Fracciones analizadas

Figura 4.7: Promedio de adultos de 7. castaneum en las horas de ensayo para las siete

fracciones provenientes del extracto etandlico-cloroférmico de la especie B. articulata

Se observa que las fracciones 1, 2, 3 y 4 presentan comportamiento semejante, ya
que el nimero de insectos en la mitad control, se incrementa al transcurrir las horas de

tratamiento, alcanzando el valor maximo en la cuarta hora del comienzo del mismo.
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Comparando estas 4 fracciones puede observarse también que la mayor repelencia se da
para la fraccion 1, seguida por 2, 3 y finalmente la fraccion 4 es aquella que presenta

menor repelencia entre estas, como asi también a nivel global.

Para el caso de la fraccion 5 el maximo se observa en la hora 2, disminuyendo la
repelencia en las horas subsiguientes. En la fracciéon 6 el mdximo se observa luego de
transcurridas tres horas del inicio del ensayo biologico. Finalmente la fraccion 7 presenta
su mayor indice de repelencia en la primera hora de tratamiento, manteniéndose en la

segunda este mismo valor, para luego disminuir en la hora 3.

Si se comparan las siete fracciones a la hora 1, puede observarse que F; es aquella
que presenta el mayor numero de insectos en el control, evidenciando una mayor
repelencia; seguida por las fracciones 2 y 7, con igual repelencia; a estas le siguen Fg, Fs,

F3 y en altimo lugar Fj.

En la hora 2, siguen siendo Fi, F, y F; aquellas que muestran mayor repelencia, y Fs4
si bien incrementa su nivel de repelencia, sigue siendo la fraccion con menor poder
repelente. Para la hora 3 son F;, F, y Fe las tres fracciones mas repelentes y F4, continua

siendo la fraccién que muestra menor actividad.

En las ultimas dos horas de tratamiento las fracciones 1 y 2 contintan siendo las que

muestran el mayor poder repelente, y la que muestra la menor repelencia es Fs.

4.1.5.2 Analisis estadistico de ANOVA

a) Analisis estadistico de ANOVA para la hora 1

Se utiliz6 el calculo de ANOVA para comparar las medias muestrales obtenidas de
los ensayos bioldgicos a las siete fracciones, en la primera hora de estudio. Los resultados

se aprecian en la Tabla 4.6.
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Tabla 4.6: Promedios y varianzas, en la primer hora, obtenidos para el anélisis de ANOVA

de las siete fracciones provenientes del extracto etandlico-cloroféormico de la especie B.

articulata
Gru/oos N Fromedio Varianza
I 15 8,9% 1,21
I 9 8,67 2,50
s 9 7,67 3,50
s 9 6,00 8,00
s 9 7,89 8,61
e i5 8,40 2,69
7 9 8,67 3,75

Mediante el test de ANOVA se pudo apreciar que en la hora 1 del tratamiento existia
una diferencia entre las medias de las 7 fracciones analizadas, debido a que el valor del F

calculado (Fy) 2,53 excedia al F 2,24.

Para evaluar entre que valores de medias existia variabilidad, se calcul6 la diferencia
significativa menor (DMS); mediante el test de Tukey con a= 0,05. Se pudo observar
mediante este calculo que la media que variaba con respecto al resto, es la que corresponde
a la fraccion 4; mientras las medias restantes no presentaron diferencias significativas entre
ellas, indicando que son estadisticamente iguales. Sin embargo, tal como se aprecia en la

Tabla 4.7, no existen diferencias significativas entre Fy4, F3, Fs y Fo.

Tabla 4.7: Resultados test de Tukey para la hora 1

Fracciones Medias N
1 8,93 15 B
7 8,07 9 B
2 8,07 9 B
6 8,40 15 B A
5 7,89 9 B A
3 7,67 9 B A
4 6,00 9 A
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b) Analisis estadistico de ANOVA para la hora 2

Se utiliz6 el calculo de ANOVA para comparar las medias muestrales obtenidas de
los ensayos biologicos a las siete fracciones, en la segunda hora de estudio. Los resultados
indican que no existe diferencia significativa entre las medias, y que estas son iguales,

debido a que el valor de Fy (1,35) es inferior al Fe (2,24).

c) Andlisis estadistico de ANOVA para la hora 3

Se utilizd el calculo de ANOVA para comparar las medias muestrales obtenidas de
los ensayos biologicos a las siete fracciones, en la tercera hora de estudio. Los resultados
indican que no existe diferencia significativa entre las medias, y que estas son iguales,

debido a que el valor de Fy (1,63) es inferior al F; (2,24).

d) Analisis estadistico de ANOVA para la hora 4

Se utilizo el calculo de ANOVA para comparar las medias muestrales obtenidas de
los ensayos bioldgicos a las siete fracciones, en la tercera hora de estudio. Los resultados
indican que no existe diferencia significativa entre las medias, y que estas son iguales,

debido a que el valor de Fy (1,20) es inferior al Fy; (2,24).

e) Analisis estadistico de ANOVA para la hora 5

Se utilizo el calculo de ANOVA para comparar las medias muestrales obtenidas de
los ensayos biologicos a las siete fracciones, en la tercera hora de estudio. Los resultados
indican que no existe diferencia significativa entre las medias, y que estas son iguales,

debido a que el valor de Fy (1,20) es inferior al Fg (2,24).

f) Andlisis estadistico de ANOVA total

Se realiz6 la aplicacion de ANOVA para comparar todas las medias muestrales,
obtenidas mediante la realizacion de los bioensayos con las siete fracciones obtenidas por
VLC. Logrando una evolucion integral del efecto repelente manifestado en los distintos

ensayos biologicos realizados. Los resultados se aprecian en la Tabla 4.8.
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Tabla 4.8: Promedios y varianzas totales, obtenidas para el analisis de ANOVA de las

siete fracciones provenientes del extracto etandlico-cloroféormico de la especie B.

articulata
Crupos (uenta Fromedio Varianza
Fi 75 9,59 0,86
2 45 9,00 2,%6
) 45 8,24 4,05
4 45 747 5,57
75 45 7,82 10,60
6 75 8,11 5,51
7 45 8,18 5,65

Mediante la aplicacion de la prueba de ANOVA a las 7 fracciones, se determind que

existia una diferencia significativa entre sus distintas medias, arrojando un valor de F, de

5,53 que excedia el F de 2,12.

Se calculo la diferencia significativa menor (DMS); mediante el test de Tukey con

o= 0,05, el cual proporciona las diferencias entre los posibles pares de medias. A partir de

los resultados obtenidos se observa que existen diferencias significativas entre los

siguientes pares de medias: Fi-F¢, Fi-Fs, Fi-F4 y F»>-F4. Es decir que para el nivel de

significancia escogido F4 difiere estadisticamente de F; y F,, pero no del resto de las

medias. En el caso de Fs y F¢ difieren de F;, pero no del resto. Todo lo expuesto

anteriormente se observa en la Tabla 4.9.

Tabla 4.9: Resultados test de Tukey

Fracciones Medias N
1 9,39 75
2 9,00 45
3 8,24 45
7 8,18 45
6 8,11 75
5 7,82 45
4 7,47 45
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4.1.6 Purificacion de las fracciones 1,2y 3

Se purificaron las fracciones bioactivas de menor polaridad (F;, F, y F3) mediante
cromatografia en columna (CC), empleando sistemas de disolventes de polaridad creciente

(n — Hexano, n — Hexano-EtOAc y EtOAc).

De F, se recolectaron 30 sub-fracciones y el analisis por TLC permitié reunir
aquellas con idéntico Ry hasta obtener un total de 4 sub-fracciones (F,0, F,P, F|Q, F;R).
La sub-fraccion FiR fue sometida a CC sobre silica gel (70 — 230 mesh, 5,60 g) eluyendo
con un gradiente de » — Hexano — EtOAc (100:0 a 0:100), obteniéndose un total de 22
eluatos, que se agruparon obteniendo 8 sub-fracciones finales, pero ninguna de interés a los

fines de obtener compuestos purificados.

Luego de la CC de F, se recogieron 19 sub-fracciones. Los eluatos se monitorearon
por TLC y se reunieron 5 sub- fracciones finales de acuerdo con sus perfiles

cromatograficos (F»J, FoK, F,L, FoM, FoN).

La fraccion 3, también sometida a CC, permitio la recoleccion de 33 sub-fracciones
que fueron reunidas en 8 grupos (F3;A, Fs;B, F5C, F;D, FsE, F;F, F3G, FsH) de acuerdo a su
perfil cromatografico. De esta purificacion se destaca el interés de la fraccion F3E, la cual
mostrd una unica mancha en la cromatografia sobre placa fina. La sub-fraccion F;C se
comatografié en columna sobre silica gel (70 — 230 mesh, 4,80 g) obteniéndose 6 sub-
fracciones. Estas sub-fracciones fueron analizadas por TLC y combinadas, permitiendo

obtener 2 sub-fracciones: F3C-I y F5C-II. Esta tltima resultd de interés.

Las sub-fracciones obtenidas se sometieron a pruebas de tamizaje fitoquimico
mediante TLC, para la identificacion de las familias de compuestos pertenecientes a
flavonoides y terpenoides. Los alcaloides no fueron determinados ya que anteriormente se

establecio la ausencia de los mismos.

4.1.6.1 Identificacion de metabolitos secundarios en las sub-fracciones

mediante TLC

Estudio de las sub-fracciones provenientes de F

Las 4 sub-fracciones (F;0O, F,P, F;Q, F;R) obtenidas luego de la purificacion de F; se

sometieron a analisis fitoquimico mediante TLC.
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# Terpenoides
X Sistema A

Al emplear el revelador de Liebermann-Burchardt no se observaron manchas rojas,
azules o verdes en la placa cromatografica; por lo que no se detecta la presencia de
terpenoides. Sin embargo, este resultado no resulta concluyente debido a que quizas en
estas sub-fracciones no se encuentran presentes los compuestos triterpenoides detectados
por este revelador o, debido a las cantidades en que estos metabolitos secundarios se

encuentran presentes.
X Sistema B

Para este segundo sistema se observaron manchas azul-violaceas en todas las sub-
fracciones evaluadas. La fraccion que mayor nimero de bandas mostré fue F|R, indicando
una mayor diversidad de terpenoides con respecto al resto. Sin ambargo, las bandas se

presentan difusas y no son claramente diferenciables (Figura 4.8).

Figura 4.8: Cromatograma de las sub-fracciones provenientes de F;

en el sistema B, revelado con el reactivo vainillin sulfarico.

E108E1R F1Q F1R

% Flavonoides

Al observar la placa cromatografica, tanto a la luz visible como a la luz UV, no se
aprecian manchas que indiquen la presencia de flavonoides. Tampoco se detecta la
presencia de flavonoides al exponer la placa a los vapores de amoniaco y a la solucioén de

tricloruro férrico.

Estos resultados son los esperados ya que en el andlisis fitoquimico realizado
precedentemente a F; se habia determinado la presencia de terpenoides y la ausencia de

flavonoides.
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Estudio de las sub-fracciones provenientes de F,

Las 5 sub-fracciones (F,J, F2K, F,L, F,M, F;N) obtenidas a partir de F, se
sometieron a analisis por TLC para determinar las metabolitos secundarios presentes en
ellas.

# Terpenoides

# Sistema A

Al emplear el revelador de Liebermann-Burchardt, en la placa cromatografica se
visualizaron dos bandas de color rosado en las primeras dos calles, que corresponden a las

sub-fracciones F,J y FK, estas bandas indicarian la presencia de terpenoides (Figura 4.9).

Figura 4.9: Cromatograma de las sub-fracciones provenientes de F;

en el sistema A, revelado con el reactivo de Liebermann-Burchardt.

# Sistema B

Para este segundo sistema se observaron manchas azul-violaceas, estableciendo la
presencia de terpenoides en todas las sub-fracciones evaluadas. Las fracciones que mayor
nimero de bandas mostraron fueron F,J y F;K, las cuales son las mismas que dieron

resultados positivos con el revelador de Liebermann-Burchardt (Figura 4.10).

Figura 4.10: Cromatograma de las sub-fracciones provenientes de

F, en el sistema B, revelado con el reactivo vainillin sulfarico.
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#* Flavonoides

Al observar la placa cromatografica a la luz visible no se detecta la presencia de
manchas que puedan atribuirse a flavonoides, si bien la mayoria de estos poseen color,
cuando estan depositados sobre capa delgada en cantidades de microgramos son casi
incoloros. En lo que respecta a la luz UV de onda larga (366 nm) se observo una mancha
oscura en la sub-fraccion F,L, pudiendo ser atribuida a la presencia de flavonas y/o
antocianinas (Dominguez, 1973). También se observd fluorescencia rosada en F,K, y
fluorescencia blanca en F,L, sin embargo no se encontrd bibliografia que indique a que

tipo de compuestos pudieran deberse estas coloraciones fluorescentes.

No se obtuvieron resultados positivos empleando como revelador los vapores de

amoniaco.

Al emplear la solucién de FeCls al 1% en etanol como revelador un resultado

positivo se tuvo en la sub-fraccion F,K, presentando una coloraciéon marrén.

Todo lo expuesto anteriormente puede observarse en las Figuras 4.11 y 4.12.

Figura 4.11: Cromatograma de las sub-fracciones provenientes de

F,, revelado con luz UV de onda larga (366 nm).

Figura 4.12: Cromatograma de las sub-fracciones provenientes de F,

revelado con FeCls al 1% en etanol.
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Los resultados obtenidos indican que en las sub-fracciones provenientes de F, se
encuentran presentes compuestos pertenecientes a las familias flavonoides y terpenoides.
Los terpenoides estan presentes en las 5 sub-fracciones, mientras que los flavonoides sélo

se detectaron en dos de ellas.

Estudio de las sub-fracciones provenientes de F;

Las 8 sub-fracciones (F3A, F3B, F5C, F3D, F3E, F5F, F5G, F3H) obtenidas a partir de
F; se sometieron a andlisis por TLC para determinar las metabolitos secundarios presentes

en ellas.
# Terpenoides
# Sistema A

En la placa cromatografica puede observarse una mancha de color rosado, indicando
la presencia de terpenoides en F3A. También se observan manchas de color verde en la

sub-fraccion F5;C; si bien la presencia de manchas de dicho color es indicativa de

terpenoides, en este caso podria deberse a los pigmentos que pose esta sub-fraccion (ver

Figura 4.13).

Figura 4.13: Cromatograma de las sub-fracciones provenientes
de F3 en el sistema A, revelado con el reactivo de Liebermann-

Burchardt.

# Sistema B

Para este segundo sistema se observan manchas azules y azul-violaceas, exponiendo
la presencia de terpenoides. Este resultado fue positivo para todas las fracciones evaluadas,
observandose una mayor respuesta del revelador en las sub-fracciones de menor polaridad

(FgA, F3B y F3C) (VGI’ Figura 4.14)
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Estos resultados no concuerdan completamente con los obtenidos en el sistema A,
atribuyéndose estas diferencias a la sensibilidad del revelador empleado, tal como se

explico en la seccion 4.1.4.2.

Figura 4.14: Cromatograma de las sub-fracciones provenientes
de F3 en el sistema B, revelado con el reactivo vainillin

sulfurico.

* TFlavonoides

Al observar la placa cromatografica a la luz visible no se observaron manchas que
puedan atribuirse a la presencia de flavonoides. Posteriormente, al emplear la luz UV de
onda larga (366 nm) se observaron manchas oscuras en las sub-fracciones F;C, F;D y F;E,
pudiendo atribuirlas a la presencia de flavonas y/o antocianinas. También se observaron
bandas fluorescentes, rosadas (FsC, FsD y FsE) y blancas (F;A y F3;B), no pudiendo ser

atribuidas a compuestos flavonoides.

Al emplear los vapores de amoniaco como revelador, se observaron bandas de
coloracion anaranjada en las sub-fracciones F;C, F3D y F3E. La solucion de FeCl; al 1% en
etanol como revelador, dio un resultado positivo en las sub-fracciones F;C, F3;D y F;E,

observandose coloraciones verdes, violetas y marrones.

Todo lo expuesto anteriormente puede observarse en las Figuras 4.15, 4.16 y 4.17.

Figura 4.15: Cromatograma de las sub-fracciones provenientes de

F3, revelado con luz UV de onda larga (366 nm).
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Figura 4.16: Cromatograma de las fracciones provenientes de F3,

revelado con vapores de amoniaco.

Figura 4.17: Cromatograma de las sub-fracciones provenientes de

F;, revelado con FeCl; al 1% en etanol.

4.1.6.2 Estudio de la sub-fraccion F;E

El componente mayoritario de la sub-fraccion FsE resultoé ser Salvigenina (Figura

4.18) (5-hidroxi-6,7,4’-trimetoxiflavona) por comparacion con muestra auténtica.

Figura 4.18: Estructura de Salvigenina

El espectro UV realizado en MeOH presentd dos méaximos de absorcion, a 329 y 277
nm, correspondientes a las Bandas I y II de una flavona. La ausencia de desplazamientos
batocromicos en presencia de MeOH y AcONa respecto del espectro en MeONa descarto
la existencia de HO- libres en C; y C4 de los anillos A y B respectivamente. El espectro en
AICl; mostré corrimientos a mayores longitudes de onda de ambos méximos que
permanecieron invariables por el agregado de HCI poniendo de manifiesto la formacion de

un complejo estable en medio acido debido a la existencia de un HO- libre en Cs. La
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diferencia de 21 nm observada en la Banda I en el espectro con AICI3/HCI respecto al de

MeOH orient6 a la existencia de una funcion oxigenada en Csg.

Las sefiales observadas en el espectro impuro 'H-RMN (Espectro 4.1) son las

siguientes:
H-2’yH-6"a$="7.85(d,J =10 Hz).
H-3’yH-5a$=17.02 (d,J =10 Hz).
H-326=6.60s.

H-8a06=6.55s.
OCHzenC-6a6=3.91s.
OCHszenC-7a6=3.95s.

OCHszenC-4>ad=3.99s.

4.1.6.3 Estudio de la sub-fraccion F;C-11

Esta sub-fraccion se presentd en forma de agujas de color verde-amarronado

distribuidas sobre las paredes del vial (Figura 4.19). Al cromatografiarla sobre placa fina

se observo que se trataba de un compuesto en estado puro, dado que se visualiza una tinica

banda (Figura 4.20).

Figura 4.19: Vial con agujas del compuesto purificado.

Figura 4.20: Placa cromatografica del compuesto purificado (F3;C-II), revelada

con luz UV de onda larga (366 nm).
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El componente aislado de la F3C-II resulté ser Apigenina-7,4’-dimetiléter (5-hidroxi-

7,4’-dimetoxiflavona) (Figura 4.21) por comparacion con muestra auténtica.

” Figura 4.21: Estructura de Apigenina-7,4’-

dimetiléter

El espectro UV en MeOH mostré dos maximos de absorcion, uno a 327 nm (Banda
I) y el otro a 268 nm (Banda II), consistentes para una flavona. La ausencia de
desplazamientos batocromicos sustanciales en los espectros de MeONa y AcONa respecto
al de MeOH indicaron la ausencia de grupos HO- libres, particularmente en C; y C4-. En
cambio, el agregado de AlICI; provoco un desplazamiento a mayores longitudes de onda en
ambos maximos, que permanecid invariable por el agregado de HCI y que se atribuyo6 a la

presencia de un grupo hidroxilo libre en Cs.

Las sefiales observadas en el espectro impuro 'H-RMN (Espectro 4.2) son las

siguientes:
H-2’yH-6’a$="7,85(d,J =10 Hz).
H-3’yH-5"a$="7.05(d,J =10 Hz).
H-3206=6.60s.
H-8a6=6.5(d,J=3 Hz).

H-6 a6 =6.35(d, J =3 Hz).
OCHzen C-4>ad=3.90s.

OCHzen C-7a0=3.91s.
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Espectro 4.1: "H-RMN de la fraccion FsE
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4.2 Discusion

Hoy en dia, muchos estudios tienden a retornar las investigaciones hacia los extractos
de plantas para un control natural de plagas (George et al., 2008; Isman, 2006) de
importancia agricola. Los extractos botanicos obtenidos de diferentes especies vegetales
han mostrado un amplio espectro de actividades bioldgicas (Aivazi and Vijayan, 2009;
Banchio et al., 2003, 2005; Ciccia et al., 2000; Ferrero et al., 2006; Jbilou et al., 2006).
Cada extracto individual comprende una mezcla tnica de diferentes fitoquimicos
(metabolitos secundarios). La naturaleza quimica de estos constituyentes varia
considerablemente entre las especies. El mismo extracto vegetal puede variar dependiendo
de la época de cosecha, de la planta escogida, del proceso de secado, entre otros factores.
Existen algunos “extractos caracterizados” disponibles comercialmente para uso medicinal
que tienen especificados uno o dos de sus componentes quimicos. Esta especificacion, sin
embargo, no da un perfil completo del producto botanico, porque multiples constituyentes
son generalmente los responsables del efecto terapéutico. Los diferentes componentes de
un extracto pueden actuar sinérgicamente y no deben ser separados en partes activas.
Algunos autores sugieren que puede ser necesario definir todos los constituyentes
fitoquimicos de los extractos botdnicos con el fin de garantizar la fiabilidad y repetitividad
de las investigaciones sobre sus bioactividades (He, 2000); sin embargo, la mayoria de las
investigaciones concluyen que debido a que mas de 150 compuestos quimicos conforman
un extracto botanico individual (Cutler and Cutler, 1999), el extracto completo debe ser
considerado como un “compuesto” activo. No obstante, todavia existen debates acerca de
las técnicas cromatograficas y espectroscopicas que deben ser empleadas en la

caracterizacion fitoquimica de los componentes de los extractos (He, 2000; Ong, 2004).

En en el presente trabajo, la actividad repelente de las siete fracciones provenientes
del extracto etandlico-cloroformico de B. articulata fueron evaluadas sobre 7. castaneum.
Todas produjeron efecto repelente en la especie-plaga estudiada, obteniéndose IR para las

distintas horas que oscilaron entre 20,00% y 93,33%.

En términos generales F; present6 la mayor actividad repelente con un IR promedio
de 87,73% (clase V), seguida por F, (80,00%), F5 (64,89%) y F;7 (63,56%). Estas tres
ultimas en clase IV. Estas fracciones de baja polaridad mostraron un marcado efecto

repelente sin presentar diferencias estadisticamente significativas entre si.

Para el caso de las fracciones que mostraron un menor potencial repelente (Fs, Fs y

F¢), un factor a evaluar previo a su descarte definitivo, esta relacionado con la

71



Fosultados p Diseasion

concentracion empleada en los bioensayos. En este sentido, es sabido que el efecto de un
producto quimico depende de muchas variables, una de ellas es la concentracion, por ello,
una misma sustancia puede comportarse como repelente o atractante dependiendo de las

condiciones dadas en el bioensayo (Giordano et al., 2000).

Otra posibilidad podria ser la pérdida de componentes debido a la volatilizacién, lo
que podria explicar la disminucion de la repelencia observada en nuestro estudio, razoén por
la cual resultaria necesario realizar un estudio posterior para evaluar esta pérdida de

compuestos.

También es importante considerar que, los compuestos mas activos sobre un insecto
pueden no serlo para otros, incluso para la misma especie la actividad puede variar en los
diferentes estadios de desarrollo (Hamraoui & Regnault-Roger, 1997). Este fenomeno se
observa con frecuencia en plagas de grano almacenado (Stadler et al., 1990; Rejendran &
Sriranjini, 2008; Nyamador et al., 2010), resultando importante evaluarlos sobre otras

especies biologicas.

Desde el punto de vista del andlisis del efecto repelente en funcion del tiempo, se
observo que en cuatro de las siete fracciones el maximo de repelencia recién se evidencia
en la cuarta hora del bioensayo. El conocimiento de este comportamiento nos permite
apreciar que los efectos repelentes no son evidentes en forma inmediata, si no que
requieren de un tiempo para ser evidenciados. El tiempo trascurrido desde el inicio del
ensayo hasta alcanzar el efecto maximo, podria deberse a que durante las primeras horas
los insectos se aclimatan al ambiente al cual son sometidos. Esta respuesta del insecto a
algunas sustancias es diferente, debido a que requiere de un proceso de activacion de sus

receptores (Stefanazzi, 2010).

La toxicidad de los extractos en plagas de almacenaje es influenciada por la
composicion quimica de los mismos. Ademas aquellos compuestos que se encuentran en
bajas proporciones pueden actuar como sinergistas aumentando el efecto de los
componentes mayoritarios (Berenbaum, 1985; Tripathi et al., 2003), tal como se mencion6
anteriormente. El importante efecto repelente observado en F; podria deberse a un efecto
individual y/o sinérgico de alguno de sus constituyentes, que se encuadran dentro de los
terpenoides. La presencia de estos compuestos estd directamente vinculada al solvente
empleado en la extraccion y en el fraccionamiento, ya que en funcion de sus propiedades
fisicas y quimicas, los solventes son capaces de disolver diferentes tipos de sustancias

presentes en los vegetales. Asi por ejemplo, los aceites esenciales (constituidos
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principalmente por monoterpenos) por tener baja polaridad se disuelven en solventes como

hexano, encontrandose en las fracciones de menor polaridad.

En este trabajo se pudo determinar que los compuestos quimicos dominantes son los
terpenoides, los cuales se presentaron en todas las fracciones, seguidos por los flavonoides
y taninos presentes en cinco de siete fracciones estudiadas. En el caso de los alcaloides que
no fueron detectados en ninguna de las fracciones, puede considerarse que el resultado es
el esperado en concordancia con los resultados obtenidos por Mangiaterra en 2005, quien
expresa la presencia de compuestos terpenoides y flavonoides en las partes aéreas de

Baccharis articulata pero no hace referencia a la presencia de alcaloides.

En funcién de los resultados obtenidos puede expresarse el hecho de que los mayores
IR (%) son debidos a los terpenoides, ya que estos fueron los unicos que se detectaron en
Fy, la cual como se expresd anteriormente es la fraccion con mayor actividad repelente. Si
bien F, también presenté como Unicos constituyentes a los terpenoides, el IR que mostro
fue inferior; sin embargo en esta fraccion se observd una mayor diversidad de estos
metabolitos secundarios, pudiendo alguno de estos actuar como antagonista de aquellos
que producen el efecto repelente o bien el compuesto causante de la repelencia en F; no se

halla en F».

Si bien no se tiene literatura publicada sobre los efectos repelentes de Baccharis
articulata sobre Tribolium castaneum, si existe literatura acerca de la accion repelente de
los compuestos terpenoides. Los clerodanos diterpenoides y triterpenoides son productos
naturales derivados del 4acido mevaldnico ampliamente distribuidos en la naturaleza
(plantas, hongos, insectos y otros organismos), que presentan variabilidad estructural y
amplio espectro de actividad biologica. Ciertos clerodanos diterpenoides aislados del
género Baccharis muestran actividad antialimentaria y repelente sobre larvas de Tenebrio
molitor (Sosa et al., 1994). Los metabolitos aislados de B. salicifolia, y algunos derivados
preparados a partir de germacreno y pulegona, fueron evaluados sobre 7. castaneum. Los
compuestos que mostraron mayor repelencia son aquellos que poseen un hidroxilo:
terpineol, y germacrol, estos resultados sugieren que el grupo hidroxilo afecta

positivamente la repelencia sobre 7. castaneum (Garcia et al., 2005).

Las propiedades repelentes de varios aceites esenciales estan asociadas a la presencia
de monoterpenoides y sesquiterpenos. Algunos monoterpenoides como a-pineno, cineol,
eugenol, linoneno, terpinoleno, citronelol, citronelal y timol son constituyentes de aceites

asenciales que presentan repelencia sobre mosquitos (Nerio et al., 2010). Entre los
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sesquiterpenos se puede mencionar B-cariofileno con una alta actividad repelente sobre
Aedes aegypti. Chen et al. (1983) aislaron seis componentes terpenoides de Cordia

alliodora (Boraginaceae), con repelencia para 4. cephalotes.

Otro compuesto extraido de las plantas que en la actualidad se puede utilizar en
agricultura ecologica para combatir plagas es la azaridactina, que es un tetranorterpenoide
caracteristico de la familia Meliaceae pero principalmente extraido del arbol Neem
(Azadirachta indica). Este compuesto se encuentra en la corteza, hojas y frutos de este
arbol pero la mayor concentracion se ubica en las semillas. En el extracto se han
identificado varios compuestos entre los que se destacan salanina, meliantrol y
azaridactina, que es el que se encuentra en mayor concentraciéon (Kumar y Parmar, 1996;
Govindachari et al., 2000). En el caso de P. aquilinum se ha informado que las raices y
hojas presentan esteroides y triterpenoides que causan repelencia en Locusta migratoria 'y

Trichoplusia ni (Ramirez-Moreno et al., 2001).

La purificacion de las fracciones bioactivas y de menor polaridad permitié la
determinacion de dos compuestos puros, ambos flavonas (salvigenina y apigenina-7,4’-
dimetiléter). Las flavonas son compuestos derivados de la benzo-y-pirona que pertenecen
al grupo de los flavonoides (Harborne, 1980). Ciertas especies del género Baccharis
poseen flavonas con propiedades anti-inflamatoria y antifingica (Gianello et al., 1999;

Rahalison et al., 1995).

Abad Martinez et al. (2005) informaron del aislamiento de una lactona diterpénica y
una flavona, de B. genistelloides los cuales mostraron actividad antimicrobiana. Huangchin
(Scutellaria baicalensis) es una hierba medicinal que ha sido utilizada sistematicamente y
de manera topica en China para el tratamiento periodontal de abscesos y heridas orales
infectadas. La flavona, baicaleina se informo6 que es la mayor responsablede de los efectos

antimicrobianos de esta planta (Tsao et al., 1982).

Gonzalez et al. (1990) han estudiado el efecto in Vitro, de productos naturales
obtenidos de especies de la flora autdctona del norte de Chile, sobre tripomastigotes de
Trypanosoma cruzi. Un efecto tripanocida significativo se observd al emplear tres
compuestos aislados de B. boliviensis: dos terpenos y una flavona: 4,5-dihidroxi-3,3°,6,7,8
- pentametoxiflavona. En 1995, Rahalison et al. aislaron de B. pedunculata cuatro
compuestos, dentro de los que se incluyen una flavona y una flavona 3-metil éter, que
fueron identificados como responsables de la actividad antifiungica contra algunos

patégenos humanos y hongos fitopatdogenos. Nakasugi y Komai (1998) examinaron los
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componentes antimutangénicos de B. genistelloides, una planta medicinal popular
brasilefia utilizada para tratar las enfermedades del higado y el reumatismo; cuatro
sustancias activas se identificaron en el extracto metanolico: genkwanina, cirsimaritina,
hispidulina y apigenina. Se piensa que estas flavonas son las principales sustancias activas

en esta planta.

Por otra parte, Mostahar et al. (2006) investigaron la actividad biocida de varias
flavonas sintetizadas y de sus correspondientes chalconas sobre cepas bacterianas y
fingicas. Dos compuestos: 7,3’-dihidroxi-4’-metoxiflavona y 4’-metilflavona; mostraron

buena actividad antibacteriana, antifingica y citotdxica sobre las cepas seleccionadas.

En el review realizado Cushnie y Lam (2005) se hace referencia a los flavonoides
(incluidas flavonas) y sus actividades, considerando que diferentes preparaciones contienen
estos compuestos como los principales constituyentes fisiologicamente activos, los cuales
han sido empleados en el tratamiento de enfermedades humanas. Crecientemente, esta
clase de productos naturales es el objeto de estudios, y muchos grupos de flavonoides han
sido aislados e identificadas sus estructuras, presentando actividades antifungica, antiviral
y antibacteriana. Ademds, varias investigaciones han demostrado sinergismo entre
flavonoides activos y entre flavonoides y quimioteratéuticos existentes. También,
numerosos grupos de estudio han elucidado los mecanismos de accion antibacterianos de

flavonoides seleccionados, como quercetina, robinetina, miricetina, apigenina, entre otros.

Nuestros resultados muestran que en general, las fracciones Fi, F, y F3 en las
concentraciones empleadas son las mas adecuadas para usarse como repelentes junto a
otras herramientas en el MIP para el control de Tribolium castaneum. Seria interesante, por
su aplicacion practica, que esta especie pudiera ser utilizada como repelente de insectos.
Nuestros resultados no permiten todavia esta afirmacion, habria que comprobar ésta y otros
tipos de actividad con otras plagas agricolas. En el caso particular de la carquejilla tendria

la ventaja afiadida de no ser toxica para el hombre.

En lo que respecta a los compuestos puros aislados deberian realizarse estudios para
evaluar su actividad repelente, ya que no existe literatura al respecto. Sin embargo, como
se expreso precedentemente poseen actividad antimicrobiana, antifungica y antiviral, entre

otras; resultando interesante poder evaluar su actividad repelente.
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CAPITULO 5

CONCLUSIONES

La especie Baccharis articulata por su amplia distribucion distribucién geografica,
asociada a su importancia en la medicina popular, tanto en Argentina como en otros paises
de América del Sur, presenta escasos estudios de actividad biologica. Su gran potencial en
metabolitos secundarios y actividades descriptas en la medicina popular, dejan un campo

abierto para el estudio de nuevas moléculas activas.

Del tamizaje fitoquimico

- En el tamizaje fitoquimico de las fracciones provenientes del extracto etandlico-
cloroféormico, los resultados obtenidos demuestran marcada presencia de flavonoides,
tepenoides y fenoles. No se observd presencia de alcaloides, posiblemente porque se

encuentran en minima cantidad o en ausencia total.

- Fs, F4, Fs, Fs y F; presentaron la mayor variedad de compuestos, ya que se

determinaron en estas fraciones flavonoides, terpenoides y fenoles.

- F1 y F; solo presentaron compuestos del tipo terpenoide.

De la actividad repelente

- Todas las fracciones evaluadas poseen principios con efecto repelente sobre T.

castaneum.

- Todas las fracciones analizadas poseen mayor actividad repelente que el extracto

etanodlico-cloroformico.

- La mayor actividad repelente se encontrd en el extracto menos polar (F;), su

actividad se debe quizés a la presencia de terpenoides.
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De la purificacion

- La purificacion de F; permiti6 la identificacion de dos flavonas; salvigenina y
apigenina-7,4’-dimetiléter. La presencia de agliconas flavonoides es una caracteristica

marcada del género, donde se observa preponderancia de flavonas.

Cabe mencionar que es necesario formular nuevos estudios sobre la bioactividad de
los metabolitos secundarios encontrados con el fin de obtener bioinsecticadas que se
puedan emplear en el control integrado de 7. castaneum, como asi también de otras plagas

de productos almacenados.
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