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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue el de evaluar la actividad repelente de varios extractos totales obtenidos de
la fraccion soluble en etanol al 96%, de hojas de plantas provenientes del departamento del Chocd, contra
adultos de Tribolium castaneum, plaga en granos almacenados. Los ensayos in vivo de la actividad repelente
fueron medidos utilizando la técnica de area de preferencia, cuantificando el porcentaje de repelencia (PR)
obtenido a diferentes concentraciones de exposicién. Los resultados fueron analizados mediante la prueba
T- pareada para determinar diferencias significativas (P<0.05); la comparacién entre el PR de los diferentes
extractos fue realizado usando ANOVA, empleando el post test de Dunn's para realizar comparaciones con
el control positivo. Los resultados de todos los extractos muestran un aumento en su actividad repelente
proporcional al incremento de la concentracién con un efecto independiente reportando como extractos mas
efectivos los obtenidos de Ocimun campechianum (var morada), Urera laciniata y Piper tuberculatum con PR=
93%, 86%, 85% respectivamente. Con lo anterior se muestran nuevos reportes de actividad repelente para las
tres especies evaluadas, y debido a lo poco explorado de la biodiversidad chocoana, este estudio se constitu-
ye en un gran aporte a la bioprospeccién de la flora chocoana y aporte al desarrollo sustentable de la regién.

Palabras clave: Extactos etanolicos, Tribolium castaneum, bioactividad

1 Universidad Tecnoldgica del Chocd, Facultad de Ciencias. Laboratorio de Productos Naturales, Bloque 6, # 316, Quibdé-
Chocé, Colombia.

2 Grupo de investigacién en Quimica Ambiental y Computacional, Campus de Zaragocilla, Facultad de Ciencias Farmaceuticas,

3 Bio-Red-CO-Cenivam, UIS Bucaramanga.

4 Autor corresponsal, e-mail:nayivepino@gmail.com

ISSN 1900-4699  Volumen 10 ® Nimero 2 ¢ Paginas 196-203 2014



FACULTAD DE CIENCIAS BASICAS

ABSTRACT

The objective this study was to evaluate the repellent activity of some total extracts derived from plants of
the department of Chocé. The repellent activity of the total extracts was tested against adult insects of Tribo-
lium castaneum, pests of stored grains. During in vivo tests, the repellent activity was measured using the area
preference technique by quantifying the obtained percentage of repellency at different exposure concentra-
tions. The results were analyzed by paired t-test to determine significant differences (P <0.05). Moreover, the
comparison between the repellency percentages (RP) the different extracts was performed using analysis of
variance (ANOVA) by means of Dunn'’s post test to assess comparisons with the positive control. The results of
All the evaluated extracts showed a proportional increase of its repellent activity to the concentration increase
showing an independent effect. As a result, the more effective extracts were the derived from Ocimun campe-
chianum (var morada), Urera laciniata, and Piper tuberculatum with repellency percentages of 93%, 86%; and
85% respectively. Since, Chocd biodiversity has been unexplored; this paper presents new and valuable data
of repellent activity for the three evaluated species. Additionally, this article constitutes a big contribution to

bio-prospecting of Chocé Flora and to the sustainable development of the region.

Key words: Etanolic extracts, Tribolium castaneum, in vivo bioactivity

INTRODUCCION

El aumento de la produccién agricola ha genera-
do el estudio de nuevas técnicas que permitan desa-
rrollar un buen manejo de los granos almacenados,
y asi mantener el recurso para las generaciones futu-
ras, sin afectar la salud de los consumidores, segin
Olivero-Verbel et al. (2009). De los factores que de-
terioran los granos almacenados, los insectos ocu-
pan un lugar muy importante, ya que se estima que
entre un 5% y un 35% de los granos almacenados
se ven afectados por estos de acuerdo con Boxall
(1991). Tribolium castaneum, es una de las princi-
pales plagas de la harina de trigo en grano (Howe,
1965); para su control han sido empleados varios
productos sintéticos, para los cuales se han repor-
tado efectos adversos en animales expuestos y hu-
manos (Nerio et al. 2010). Algunos autores (Saini y
Rodriguez, 2004, Stefanazzi et al. 2006; Dal Bello y
Padin 2006), han mostrado la importancia del control

de estos insectos en el almacenamiento de cereales
como el maiz, el trigo, sorgo, cebada y arroz, debido
a la reduccién en el peso, la calidad al valor comer-
cial, poder germinativo de la semilla, finalmente dis-
minuyendo los volimenes de exportacién agricola.
Estos problemas han llevado a la busqueda de
alternativas de control incluidas en el desarrollo de
agro- sistemas sostenibles, basados en un manejo
integrado de cultivo sin alterar el equilibrio del sis-
tema tal como lo expresan (Ducrot, 2005; Céspedes
y Alarcén 2011). Entre estos métodos alternativos se
encuentran sustancias derivadas de plantas que ac-
tdan como bio-controladores, sustancias estas que
son producidas solo por algunas plantas y reciben
el nombre de metabolitos secundarios. Entre estos
se encuentran terpenos, sesquiterpenos, lignanos,
alcaloides, esteroides, taninos y flavonoides. No
obstante, para el control de los insectos que atacan
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a los granos almacenados se ha utilizado tradicional-
mente el uso de productos quimicos sintéticos; y es
de conocimiento que el uso indiscriminado de estos,
no solo ha generado un problema de contaminacién
por los desechos que se producen de la actividad
devastando el medio ambiente (por su baja biode-
gradabilidad), sino, los que causan los grandes efec-
tos toxicoldgicos que afectan animales, plantas y
seres humanos, tal como lo reportan varios autores
(Bourguet et al. 2000; FAO 2002; Riebeiro et al. 2003;
Rosegrant et al. 2007; Céspedes y Alarcén 2011).

De acuerdo a lo anterior, los insecticidas natura-
les a partir de extractos vegetales constituyen una
interesante alternativa para el control de estos insec-
tos, en ese sentido la flora chocoana esta inexplora-
da, y a nivel mundial existen pocos reportes de ex-
tractos vegetales evaluados como repelentes, dado
que las investigaciones han sido dirigidas maés hacia
los aceites esenciales, por lo que la perspectiva en
esta investigacion, es aun mayor. En esta investiga-
cién se evalud la actividad repelente de los extractos
vegetales obtenidos de: Urera laciniata, Urera bacci-
fera, Rhus aurantifolia, Siparuna guianensis, Piper tu-
berculatum, Passiflora quadrangularis y de Ocimum
campechianum (var morada).

MATERIALES Y METODOS

Obtencidn de los extractos

Los extractos totales de las hojas de las plantas
evaluadas fueron obtenidos por la técnica de ma-
ceracion en frio del material vegetal seco durante
tres a cinco dias, usando etanol industrial al 96%.
Se toman por separado las hojas de cada una de
las siete especies vegetales mencionadas, previa
seleccion del mismo (debe estar sano y libre de
enfermedades), posteriormente las hojas son se-
cadas a 40°C en un horno con aire circulante. Una
vez seco el material es molinado, pesado y rotu-
lado siguiendo la metodologia descrita en Pino,
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2009. El macerado es filtrado al vacio y rotaevapo-
rado a presién reducida sucesivamente hasta eli-
minar el solvente orgénico. El extracto etandlico
asi obtenido es pesado y guardado a 4°C hasta el

momento de su utilizacién.

Insectos de la especie: Tribolium castaneum, Herbst.

Los bioensayos se realizaron utilizando insectos
de la especie T. castaneum, perteneciente a la fami-
lia Coleoptera: Tenebrionidae. Este insecto plaga de
granos almacenados, se conoce como gorgojo de la
harina, los cuales fueron recolectados en el merca-
do principal de la ciudad de Cartagena, obtenidos
del afrecho de maiz. Los insectos fueron ubicados
en recipientes de vidrio cubiertos con tela de malla,
utilizando avena molida como sustrato; fueron adap-
tados a las condiciones del laboratorio de Quimica
Ambiental y Computacional de la Universidad de
Cartagena, a una temperatura de 26+2°C, humedad
relativa de 70-85% y fotoperiodos 10:14h, luz: oscuri-
dad, siguiendo pardmetros reportados por Olivero-
Verbel et al. (2009).

Bioensayos de Actividad repelente

Los ensayos de la actividad repelente fueron
realizados por el método de area de preferencia
siguiendo lo descrito por Tapodjou et al. (2005) y
Chaubey, (2007). Para realizar el ensayo se coloca-
ron un total de 20 insectos adultos de T. castaneum
en el interior de una caja petri con papel filtro cor-
tado a la mitad, resultando dos éareas de trabajo,
una tratada con volumenes iguales de diferentes
concentraciones de extracto disuelto en acetona,
y la otra area del papel filtro solo con acetona;
las concentraciones resultantes fueron 100, 150,
200, 250 y 300 pg/mL. Como control positivo fue
utilizado una formulacién repelente comercial de
nombre Stay off, la cual contiene como ingredien-
te activo etil-butil-acetil-aminopropianato al 15%
(IR3535), el cual fue evaluado de igual forma que



los extractos, generando 5 concentraciones de
ingrediente activo por unidad de érea, el testigo
solo se trato con el disolvente. Segun la EPA, El
IR3535 es un repelente sintético seguro, no es pe-
ligroso cuando es inhalado o usado sobre la piel;
pero si cae en los ojos podria causar algun tipo
de irritacion. El IR3535 es quimicamente similar al
aminoéacido B-alanina. Por su naturaleza quimicay
baja toxicidad, la EPA lo clasifica como un biopla-
guicida (O'Farrill-Nieves, 2008).

Tanto las éreas tratadas con el extracto etandlico
como el control (0.5 mL c/u) fueron secadas a tempe-
ratura ambiente, por un periodo de 10 minutos con
el objetivo de permitir la evaporacién del solvente,
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de la caja de Petri con ayuda de un vial. Los re-
cuentos de gorgojos presentes en cada mitad del
papel filtro fueron realizados después de 2y 4 ho-
ras de exposicién.

Para la determinacién del porcentaje de repelen-
cia (PR) fue utilizada la siguiente ecuacién siguiendo
los parémetros descritos por (Tapondjou et al. 2005):

PR =[(N_—N)/(N_+ N)] x100

Donde:

N_: equivale al nimero de insectos en el érea
control (acetona).

N,: equivale al nimero de insectos en el area tra-
tada (E+ acetona).

-

esta inexplorada.

-

De acuerdo a lo anterior, los insecticidas naturales a partir de
extractos vegetales constituyen una interesante alternativa para
el control de estos insectos, en ese sentido la flora chocoana

~

para luego ser nuevamente pegadas con cinta adhe-
siva y colocadas en la caja de Petri. De forma inme-
diata fueron colocados 20 insectos adultos de T. cas-
taneum, de diferente sexo en la mitad del papel, con
ayuda de un vial. Seguidamente, la caja fue tapada
y almacenada en condiciones de oscuridad continua
(Chaubey, 2007). Para cada concentracién de extrac-
to vegetal fueron realizadas 3 réplicas y cada ensayo
fue repetido dos veces.

Las areas tratadas y no tratadas fueron dejadas
por 10 minutos al aire libre con el objeto de que el
solvente se evaporara del papel filtro. Luego fue-
ron unidas con cinta transparente. Posteriormente
fueron liberados 20 gorgojos adultos en el centro

—

En caso de que sea encontrado mayor nimero
de organismos en el érea tratada (N, > N), el por-
centaje de repelencia es considerado negativo, e
interpretado como actividad atrayente.

Analisis de los datos

Para cada extracto los resultados se presentan
como la media del porcentaje de repelencia (PR) +
error estandar (X+ SE). El nUmero promedio de in-
sectos en cada mitad del papel filtro fue comparada
mediante la prueba T-pareada para determinar di-
ferencias significativas (P<0.05). El signo obtenido
en el célculo de PR fue empleado para cualificar la
accion repelente (positivo) o atrayente (negativo) de
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los extractos vegetales. En todos los casos, la dis-
tribucion normal y homogeneidad de varianzas fue
evaluada previamente por los test de Kolmogorov-
Smirnov y Bartlett, respectivamente. Comparacion
entre el PR de los diferentes extractos fue realizado
usando ANOVA, empleando el post test de Dunn's
para valorar comparaciones con el control positivo.
Todos estos procedimientos fueron realizados con el
software Graphpad Instat.

RESULTADOS Y DISCUSION

En el laboratorio de quimica ambiental y com-
putacional de la universidad de Cartagena, con
experiencia en la evaluacién de actividad repe-
lente de aceites esenciales contra la especie T.
castaneum, se implementé y valido la técnica
para el ensayo con extractos etandlicos, cuyos re-
sultados para los extractos y el repelente comer-
cial IR3535 durante de 2 y 4 horas de exposicidn
se muestran en la Tabla 1.

En este estudio, todos los extractos evaluados
fueron activos a partir de la concentracién de 200
pg/mL, cuyo RP iba en aumento a medida que au-
mentaba la concentracién, igual lo reporta Novo et
al. (1998), en trabajos con extractos de Aloysia polis-
tachya, donde el porcentaje de repelencia aumenta
con la concentracion, también muestra que la repe-
lencia varia de acuerdo al solvente usado, siendo
més efectivo el hexano que el etanol. Resultados
parecidos muestran Pascual-Villalobos, (1998 ) y Gu-
tiérrez et al., (2008).

Aunque diversos estudios han mostrado bioac-
tividad (antimicrobianas y antioxidantes) en los ex-
tractos vegetales estudiados, (Pino, 2009; Pino y
Stashenko, 2009; Pino et al. 2009), la actividad repe-
lente no se habia realizado. Asimismo ocurre para
las Ocimun spp (Sanchez et al. 2000; Fernandez et al.
2007 y Runyoro et al. 2010), y para las Siparuna spp,
(Ciccio y Gémez, 2002).
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Tabla 1. Porcentaje de repelencia e intervalos de confianza de los
extractos vegetales y el repelente comercial (IR3535) frente a Tribolium
castaneum.

Concen- % de Repelencia’

tracio- segun el tiempo
ESPECIE nes (pg/ de exposicion
mL
) 2 horas 4 horas
100 A5+4% -3+24
150 61+£4* 50+6*2
Urera 200 66+2%  55+6*
baccifera
250 70+2* 70+3*
300 76+2* 73+3*
100 6+21 25+10
150 51+8* 48+6*
Urera 200 66x6*  63+5*
laciniata
250 75+2* 70+2*
300 86+2* 80+4*
100 -10+12 10+20
150 1+23 40+8*
Rhus 200 60+2% 5642
aurantifolia
250 66+£11* 67 £6*
300 75+ 3* 71+7%
100 -13+11 -28+9
150 8+8 -4+5
Siparuna 200 2148 23+5
guianensis
250 41+4* 43+3*
300 74+3* 73+5*
100 45+8* 51+9*
Ocimum 150 65+9%*a b63+7*
campechianum 75+3%  70+0%
variedad
morada 250 80+3* 76+4%
300 Q3+£2* 83+£5*




100 13+16 -5+4

150 65+10* 44+18*

250 80+5* 60+10*

300 85+6* 70+6*

100 8+16 5+10

Passiflora 150 2119 23+15
quadrangu- 200 33+16*  28+29
laris 250  51%18%  46x6*

300 56+14* 56+11*

100 48+7* 48+6*

150 53+11* 136

IR 3535 200 65+10*% 61£7%
250 73+8* 75+4*

300 83+2* 80+3*

'. Promedio de los porcentajes de repelencia a diferentes tiempos du-
rante 2 y 4 horas de exposicion, los valores son + SEM de 6 réplicas.
*. Diferencia significativa entre el nimero de organismos en ambas
areas tratadas y no tratadas, usando una Prueba T pareada (P<0.05).

2. Diferencia significativa entre los extractos y el control (IR3535), usan-
do ANOVA, con post-test Dunn's.

Son escasos los estudios de repelencia en ex-
tractos vegetales frente a T. castaneum, méas fre-
cuentes son los estudios con aceites esenciales
como lo muestra en su revisidn Nerio et al. 2010,
no obstante, sus comportamientos frente a los PR
son parecidos con la concentracién que muestran
los aceites esenciales (Caballero-Gallardo et al.
2011; Espitia, 2011).

Dado que los resultados del estudio muestran
que los extractos obtenidos de las especies Ocimun
campechianum (var morada), Urera laciniata y Piper
tuberculatum a las dos horas de exposicion presen-
taron para la concentracién de 300 pg/mL, un por-
centaje de repelencia (PR) de 93%, 86% y 85% res-
pectivamente, mayor al del control positivo (83%),
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Aunque diversos estudios
han mostrado bioactividad
(antimicrobianas y antio-
xidantes) en los extractos
vegetales estudiados, (Pi-
no, 2009; Pino y Stashenko,
2009: Pino et al. 2009), la
actividad repelente no se
habia realizado.

_—

fueron, los mas promisorios, ya que producen un
gran efecto repelente sobre la especie T. castaneum
y este se mantiene con relacién al tiempo que fue
evaluado, lo cual indica que podrian ser utilizados
en el control de estos organismos tan perjudiciales
para la agroindustria.
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