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Resumen

Se evalué la accién de Picrasma crenata Engl. in Engl. & Prantl (Simaroubaceae) sobre coledpteros plaga de granos al-
macenados: Sitophilus oryzae, Tribolium castaneum, Oryzaephilus surinamensis y Ulomoides dermestoides. Se desarrollaron
experiencias con distintos extractos obtenidos con solventes de diferente polaridad (no polares a polares) y extractos
acuosos (infusién y cocimiento). Se observo el efecto por contacto tarsal y se concluye que la efectividad de los extrac-
tos obtenidos de P. crenata varia de acuerdo con la polaridad de los solventes utilizados y a mayor concentracién del
bioinsecticida mayor porcentaje de mortalidad. Ademas, se observé la accién por ingesta de extractos de acetato de
etilo y acetona de P. crenata sobre adultos de T. castaneum. Los adultos respondieron a las mayores dosis de los extractos
de acetona y etanol, la duracién del periodo larval vari6é con los extractos de acetato de etilo y etanol. La duraciéon
del periodo pupal varié con el extracto de acetato de etilo. En otra experiencia se evalué la accién de P. crenata como
regulador de crecimiento al comparar su accién con los reguladores de crecimiento: Novalurén® y Lufenurén®. En
relacion al desarrollo larval, todos los extractos tuvieron un comportamiento similar al Novalurén®; los extractos de
acetato de etilo y etanol tuvieron un comportamiento similar al Lufenur6n®. En relacion al desarrollo pupal el extracto
de acetato de etilo tuvo un comportamiento similar a los reguladores de crecimiento. Se llevaron a cabo ensayos por
topicacién sobre las plagas de granos almacenados con la conclusién que los extractos de P. crenata no responden como
bioinsecticidas al aplicarse por topicacién. Se evaluaron las cuasinas y neocuasinas por contacto tarsal e ingesta. Los
resultados indican que la fraccion con la mayor relacién cuasina/neocuasina mostrd un efecto por contacto tarsal sobre
S. oryzae, con una eficacia del 100 % al cabo de 48 horas y que la la accién sinérgica de cuasina y neocuasina present6
un efecto positivo sobre la mortalidad de T. castaneum cuando actud por ingesta y por contacto tarsal sobre S. oryzae.

Evaluation of the insecticidal effect of Picrasma crenata Engl. in Engl. & Prantl
—Simaroubaceae— on Coleoptera pests of stored grains

Summary

The action of Picrasma crenata on Coleoptera, pests of stored grains was evaluated: Sitophilus oryzae, Tribolium castaneum,
Oryzaephilus surinamensis and Ulomoides dermestoides. Experiences were developed with different extracts obtained with
solvents of different polarity (not polar to polar) and aqueous extracts (infusion and decoction). The tarsal contact ef-
fect was observed and it is concluded that the effectiveness of the extracts obtained from P. crenata varies according to
the polarity of the solvents used and an increased in mortality is observed at a higher bioinsecticide concentration. In
addition, the effect by ingestion of ethyl acetate and acetone extracts of P. crenata on adults of T. castaneum was observed.
The adults responded to the highest doses of the acetone and ethanol extracts, the length of the larval period varied with
the ethyl acetate and ethanol extracts. The duration of the pupal period varied with the ethyl acetate extract. In another
experience, the action of P. crenata as a growth regulator was evaluated by comparing its action with growth regulators:
Novaluron™ and Lufenuron™. In relation to the larval development, all the extracts had a similar behaviour to Noval-
uron. The ethyl acetate and ethanol extracts had a similar behaviour to Lufenuron. In relation to the pupal development
the ethyl acetate extract had a similar behavior to the growth regulators. Experimentswere carried out by topication on
stored grain pests and it was concluded that extracts of P. crenata did not respond as bioinsecticides when applied by top-

Palabras clave: Picrasma crenata - bioinsecticida - cuasinas - neocuasinas - reguladores de crecimiento.
Key words: Picrasma crenata - bioinsecticide - quassin - neoquassin - growth regulator.



Rodriguez

ication. Quassins and neoquassins were evaluated by tarsal contact and ingestion. The results indicate that the fraction
with the highest quassin/neoquassin ration showed an effect by tarsal contact on S. oryzae, with a 100 % efficiency after 48
hours and that the synergy of cuasine and neocuasine had a positive effect on the mortality of T. castaneum when acting

by ingestion and by tarsal contact on S. oryzae.

Introducciéon

Los granos cosechados y llevados a depédsito pasan a for-
mar un nuevo ecosistema en el cual interact@an factores
bidticos (hongos, bacterias, insectos, acaros, roedores,
entre otros) y abidticos (temperatura, humedad). Estos
factores, asi como causas de indole técnica (estado del
grano, condiciones de almacenamiento, duracién, entre
otros), producen un deterioro del producto que se obser-
va en una disminucién de su valor comercial (Alonso y
col., 1996). Para evitar el efecto de estos factores deben
cumplirse tres requisitos basicos: el grano se debe guardar
seco, sano y limpio (Casini y Santa Juliana, 2005).

De los 15 millones de organismos vivientes (animales
y vegetales), los insectos representan el 50 % (Speight y
col,, 2008). Actualmente se han registrado aproximada-
mente 250 especies de insectos plagas de granos almace-
nados, de las cuales 25 son de importancia por los dafios
que ocasionan (FAO, 2001). Las pérdidas debidas a estos
dafios oscilan entre 5y 10 % en paises desarrollados, mien-
tras que en paises en vias de desarrollo esta cifra es apro-
ximadamente del 50 % (Adam y col, 2006).

De los numerosos 6rdenes de insectos, solamente tres,
Coleoptera (gorgojos), Lepidoptera (mariposas y polillas)
y Psocoptera (piojos de los libros), contienen especies
consideradas plagas de granos almacenados. Los érdenes
Hemiptera (chinches) e Hymenoptera (avispitas) actian
como predadores y parasitoides de las plagas pertene-
cientes a los grupos mencionados. Miembros de otros
6rdenes como Thysanura (pececitos de plata), Blattaria
(cucarachas), Diptera (moscas) e Isoptera (termitas) pue-
den encontrarse accidentalmente contaminando los gra-
nos (Riudavets y col., 2002; Rees, 2004; Dal Bello y Padin,
2006; Nerio y col., 2009).

Entre las diversas estrategias disponibles para el con-
trol de plagas, aquellas que incluyen el uso de insecticidas
sintéticos son las mas utilizadas. Sin embargo, su empleo
en dosis inadecuadas suele causar fenémenos de resisten-
cia y resurgencia de plagas y, ademas, provocar fitotoxici-
dad y contaminacién del ambiente ya que al acumularse
en los alimentos, los insecticidas pueden resultar toxicos
para el hombre y otros mamiferos e incluso eliminar in-
sectos benéficos (Alonso y col., 1996).

Como consecuencia de la utilizacién de los insectici-
das sintéticos y en relacién a una agricultura econémica
y ecolégicamente sustentable, en el mediano y en el lar-
go plazo, resulta imprescindible buscar nuevas pautas de
manejo de plagas durante el almacenamiento de la pro-
duccién de granos (Silva y col., 2002).

Algunos compuestos quimicos de origen vegetal,
como los metabolitos secundarios, resultan efectivos
para controlar las poblaciones de aquellos insectos con-
siderados plaga. Una ventaja del uso de estos metabolitos
secundarios es que no dejan residuos toxicos que puedan
afectar sensiblemente tanto a la fauna como al hombre
(Davidson, 1992).

La familia Simaroubaceae fue estudiada segun dis-
tintas perspectivas. Entre los aspectos observados se han
comprobado sus propiedades medicinales y antifingicas.
Sus especies se caracterizan por la presencia de principios
activos de sabor amargo en su lefio descortezado conoci-
dos como cuasinoides. Estos compuestos son de natura-
leza terpenoide y, entre ellos, el principal responsable del
sabor amargo es la cuasina (C_H,O,), que es la sustancia
mas amarga encontrada en la naturaleza (50 veces mas
que la quinina) (Theis, 2003).

Varias especies de la familia Simaroubaceae han de-
mostrado tener actividad insecticida como los aceites
esenciales de Ailanthus altissima (Mill.) Swingle sobre La-
sioderma serricorne (Fabricius) (Coleoptera: Anobiidae) que
act@la como repelente y, ademas, tiene una alta actividad
fumigante sobre esta plaga (Lu y Shi, 2012). La especie
mas estudiada por sus propiedades insecticidas es Quassia
amara L., nativa de las Guyanas Francesas y, segin la lite-
ratura, fue citada por primera vez en el aiio 1835 (Beserra
Almeida, 2007). Los compuestos aislados del lefio de Q.
amara fueron: cuasina, cuasinol, cuasimarina, cuasinasi-
na, 18-hidroxicuasina, neocuasina, dihidronorneocuasina,
y simalikalactonas A, B, Cy D (Alonso, 2004).

Por otro lado, se observoé el efecto de la cuasina sobre
el pulgdn del lapulo [Phorodon humuli (Schrank) (Hemip-
tera: Aphididae)] (Rosella y col, 1991), el efecto fagodi-
suasivo sobre el gusano masticador [Spodoptera eridania
Stoll. (Lepidoptera: Noctuidae)] (Guo y col., 2005) y sobre
el escarabajo mexicano del frijol [(Epilachna varivestis Mul-
sant) (Coleoptera: Coccinelidae)] (Leskinen y col., 1984).
Por otra parte, Guo y col. (2005) comprobaron que a una
concentraciéon de 0,05 % la cuasina no es fitotoxica.

El género Picrasma Blume esté representado por arbo-
les o arbustos que alcanzan una altura maxima de20my
se caracterizan por poseer tanto la corteza como la made-
ra muy amarga. En la Argentina, algunas Simaroubaceae
nativas son utilizadas para el control biolégico, por ejem-
plo, Picrasma crenata Engl. in Engl.& Prantl (sin.: Aeschrion
crenata Vell. o Picrasma palo-amargo Spreg.), cuyo nombre
vulgar es “palo amargo”, es una especie citada para el no-
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reste del pais, en la provincia de Misiones (Vitagliano y
Comin, 1971; Zuloaga y Morrone, 1999). Esta especie se en-
cuentra estrechamente emparentada con otras especies
de esta familia como P. excelsa (Sw) Planch., Picrasma quas-
sioides Benn, Picramnia pentandra Sw, Simarouba glauca DC
y Simarouba tulae Urban (Woodbury y col,, 1974). La cuasi-
na, neocuasinay picrasmina se utilizan como insecticidas
naturales. Estos compuestos tienen accion insecticida so-
bre varias especies de Hemiptera, Lepidoptera y Coleop-
tera (Stoll, 1989, Mambelli y col., 1994). Daido y col. (1995)
realizaron estudios de la estructura de los cuasindsidos
para determinar su actividad insecticida y antialimenta-
ria; demostraron que se requiere un grupo carbonilo en el
anillo A; un carbonilo (3 insaturado o un metilen diéxido
en el anillo C y una lactona en el anillo D.

Debido a la importancia de contar con insecticidas
naturales se analiz6 la actividad de los extractos polares y
no polares de Picrasma crenata sobre las siguientes plagas
de granos almacenados: Sitophilus oryzae L. (Coleoptera:
Curculionidae), Oryzaephilus surinamensis L. (Coleoptera:-
Silvanidae), Tribolium castaneum Herbst (Coleoptera: Te-
nebrionidae) y Ulomoides dermestoides (Fairm) (Coleoptera:
Tenebrionidae).

A través de distintas metodologias se observo su efec-
to por contacto tarsal, ingesta y topicacion. Se lo comparé
con la acciéon de insecticidas convencionales y regulado-
res de crecimiento, como asi también, se estudi6 la acciéon
directa de los cuasinoides (cuasina y neocuasina).

Materiales y métodos
Material Vegetal

El lefio de P. crenata fue provisto por la empresa “Platario
S. A, proveniente de plantaciones comerciales en Apostol
(provincia de Misiones). El material fue determinado por
Beatriz G. Varela, y una muestra se encuentra depositada
en el Museo de Farmacobotanica “Juan A. Dominguez” de
la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad
de Buenos Aires (Coleccién BAF de drogas vegetales).

Elaboracion de los preparados para el andalisis
Extractos organicos

Se colocaron 200 g de lefio de “palo amargo” trozado en
un recipiente adecuado, se le agreg6 2 L de éter de petr6-
leo y se dejé macerar durante 48 h. Al cabo de este lapso,
se filtr6 y se llevo a sequedad con un evaporador rotatorio
a presion reducida. A los Gltimos 20 ml de la solucién so-
metida a evaporacion se le agreg6 2 g de manitol como ad-
sorbente. El material de “palo amargo” utilizado para esta
primera extraccion se lo puso en contacto con el solvente
diclorometano. Se repiti6 el procedimiento para éste y los

siguientes solventes en escala de polaridad creciente: ace-
tato de etilo, acetona, etanol y metanol.

Extractos acuosos

Cocimiento o decoccién: se colocaron 100 g de lefio de “palo
amargo” finamente molido en un recipiente adecuado, se
le agregb 1 L de agua destilada, se calent6 la mezcla hasta
que el agua hirvi6, se mantuvo en esta condicién durante
20 min a ebullicién lenta. Se dejo6 enfriar hasta los 40 °C, se
filtrd y liofilizé (Farmacopea Argentina, VIII Ed.).

Infusion: se agregaron 100 g de lefio de “palo amargo” fi-
namente molido en un recipiente adecuado, se coloc6 1 L
de agua destilada hirviendo y se dejoé reposar por 20 min
(Farmacopea Argentina, VIII Ed.). Se filtré y liofilizé.

Obtencion de los cuasinoides (cuasinay neocuasina)

Maceracion: se pesaron 200 g de lefio trozado de P. crenata,
se molieron con un molino de cuchillas rotativas y lue-
go se colocaron a macerar en un recipiente adecuado. Por
cada 100 g del polvo se agreg6 100 ml de diclorometano
(CH,CL), se lo dej6 en contacto durante 72 horas agitando
periddicamente. Se realizaron dos extracciones sucesivas
que fueron unidas posteriormente.

Concentracion: para este proceso se utiliz6 un evaporador
rotatorio reduciéndose el volumen a 50 ml.

Con el objetivo de confirmar si los extractos de P. cre-
nata obtenidos con diclorometano contenian cuasina y
neocuasina, se realizé una cromatografia en capa delgada
(CCD) del extracto. Se utilizdé como fase estacionaria una
placa de silica gel 60 F254, con zona de concentracion, de
2 mm de espesor y tamafio de 20 x 4 cm. Como su nombre
lo menciona, esta placa posee un indicador de fluores-
cencia bajo luz ultravioleta (UV) a 254 nm, que facilita la
observacion de las bandas de cuasina y neocuasina a esa
longitud de onda.

La siembra se realiz6 con un capilar de vidrio, para
garantizar la distribucién uniforme y se colocé la placa
en una cuba de cromatografia. La solucion testigo estaba
compuesta por una mezcla de cuasina y neocuasina puri-
ficados, que se utilizaron para la comparacion de las ban-
das. La fase moévil utilizada fue cloroformo metanol (95:5).

Luego de realizada la corrida cromatografica, la placa
se observo bajo luz UV a una longitud de onda de 254 nm,
luego a 365 nm. Se obtuvieron 6 bandas. Sobre una parte
del cromatograma se reveld utilizando una solucién de
vainillina al 1 % en etanol seguida de acido sulftrico al 10
% en etanol (Wagner y Bladt, 1996).

Cuantificacion de los cuasinoides
Con el fin de determinar el contenido de los cuasinoi-

des en las seis bandas (o fracciones) obtenidas de la CCD
se realizé una cromatografia liquida de alta resolucién
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(HPLC) con detector UV/visible, bajo los siguientes para-
metros (Robins y col. 1984):

Columna. LiChroCart 250-4 RP-18 (5 um).

Fase mévil. acido ortofosférico 0,02 M : metanol : acetonitrilo (50:35:15).
Flyjo. 0,5 ml por minuto.

Longitud de onda del detector. 255 nm.

Volumen de inyeccion. 10 ml.

Solucion estandar mixta. 25 mg en 50 ml en fase movil

Solucion muestra. 140 mg de cada banda eluida en 25 ml en fase mévil.
Tiempos de retencion. Cuasina, 10,6 min; Neocuasina, 20 min.
Concentracion de Cuasinas. Banda 2: 0,0044 mg/ml. Banda 3: 0,0318 mg/ml
Concentracion de Neocuasinas. Banda 2: 0,01068 mg/ml. Banda 3: 0,01854
mg/ml. Banda 4: 0,01788 mg/ml

Las bandas 1, 5y 6 no poseen cuasina ni neocuasina.
En base a estas fracciones se elaboraron los tratamientos.

Cria de las plagas de granos almacenados en condiciones de
laboratorio

Los individuos utilizados para desarrollar las experiencias
fueron obtenidos a partir de la cria realizada en la Catedra
de Zoologia Agricola de la Facultad de Agronomia de la
Universidad de Buenos Aires. Las condiciones de labora-
torio fueron 28 + 1 °Cy 76 % de HR. La temperatura se
mantuvo mediante una estufa con termostato y la hume-
dad con un humificador y una solucién saturada de NaCl
(Winston y Bates, 1960). En todos los casos, los insectos
provenian de una misma cohorte. Las experiencias se lle-
varon a cabo sobre cuatro plagas de granos almacenados:
S. oryzae, O. surinamensis, T. castaneum y U. dermestoides.
Para esto se aislaron 200 insectos entre machos y hem-
bras de cada especie. Se colocaron en contacto con el ali-
mento correspondiente, contenidos en frascos de vidrio
de 12 cm de didmetro de boca y 25 cm de alto y tapa de tela
metalica de 0,5 mm para facilitar el intercambio gaseoso
durante 15 dias, tiempo suficiente para que se produzca
la fecundacidén de estas especies anfigbnicas y su poste-
rior oviposicién. Transcurrido este lapso se retiraron los
adultos. Se cumpli6 su ciclo vital en el cual a partir de los
huevos se desarrollaron los estados de larva, pupa y pos-
teriormente adulto o imago. Las experiencias se desarro-
llaron con esta primera generacién (F1).

Insecticida organofosforado, metil-clorpirifés, considerado
en los bioensayos

Un ntmero reducido de insecticidas se utilizaron con
éxito en el control de las plagas de granos almacenados.
Los organofosforados no constituyen una solucién para
el control de estas plagas, pero su aplicacién sobre pisos,
paredes y techos, asi como en el exterior de las estibas,
coadyuva a mantener un nivel bajo de plagas, sobre todo
en almacenes con un movimiento importante de merca-

deria (Dierksmeier Corcuera, 2007). Un insecticida con-
vencional con estas caracteristicas es el metil-clorpirifos
(5,6 mPa). Este compuesto es un organofosforado sélido,
blanco, de apariencia cristalina y de aroma fuerte. Actia
por contacto e ingestion y, ademas, en fase vapor (inhala-
cién), penetra profundamente en el canopeo del cultivo.
Es estable y persistente en el suelo.

Los extractos obtenidos de P. crenata fueron contrasta-
dos con el insecticida metil-clorpirifés (N© CAS 2921-88-2).
Para este experimento se consideraron aquellos extractos
que produjeron una mayor mortalidad y estabilidad en las
experiencias previas del método del film sobre las plagas de
granos almacenados. Estos fueron acetato de etilo, acetona
y etanol, los cuales se compararon con el insecticida con-
vencional sobre el insecto T. castaneum.

Analisis de Variancia

Se realiz6 un andlisis de variancia a cada uno de los ex-
tractos seleccionados, en sus respectivas concentraciones
y metil-clorpirifos, testeado a una dosis comercial, duran-
te 72 horas, con un intervalo de 6 h entre cada observa-
cién (Infostat, 2009). Se calculd la concentracidn letal 50
(CL50) y el tiempo letal 50 (TE50).

Bioequivalencia

En la prueba de hipotesis de equivalencia la estrategia es
emplear una hipétesis nula de medias distintas, a diferen-
cia de la estrategia clasica. De este modo el rechazo de la
hipétesis nula resulta en tener suficientes evidencias de
equivalencia de medias. Como dos medias poblacionales
nunca van a ser exactamente idénticas, la hipétesis nula
usada en la préctica es aquella en que la diferencia entre
las medias es mayor que algiin valor de tolerancia defini-
do a priori por el investigador. El nivel de tolerancia em-
pleado puede basarse en un nivel arbitrario de similaridad
(Garret, 1997).

Las hipdtesis para comparar el tratamiento experi-
mental y el estandar fueron planteadas segtn la técnica
de bioequivalencia, mas especificamente de no inferiori-
dad, siguiendo a Dilettiy col. (1992).

Ensayos biolégicos
Exposicién por método del film (contacto tarsal)

En el interior de las cajas de Petri se coloc6 un papel de
filtro humedecido con 1 ml de cada una de las soluciones.
En los tratamientos testigos se procedi6é del mismo modo
pero con agua destilada. Se introdujeron 10 ejemplares
adultos de la plaga de granos almacenados en estudio (S.
oryzae, T. castaneum, O. surinamensis y U. dermestoides), se
realizaron cinco repeticiones. Se efectu6 el recuento de
los individuos muertos a los 30 min, 6, 12, 24, 48 y 72 ho-
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ras luego de comenzado el ensayo. Los datos se analizaron
mediante ANOVA y pruebas a posteriori (Tukey, a = 0,05)
para la mortalidad, calculada como:

Mortalidad % = N°de lr.ldl\‘/ltj‘IUOS muertos %100
N°deindividuostotales

Concentracion Letal 50 y el Tiempo Efectivo 50

Se calculd la Concentracién Letal 50 (CL50) y el Tiempo
Efectivo 50 (TE50) con sus intervalos de confianza por el
método de Probit (Miller y Tainter, 1944; Weil, 1952; Silva
y Hepp, 2003).

Exposicion por ingestion del alimento tratado

El ensayo se realiz6 con T. castaneum debido a su impor-
tancia econémica en la conservacién de granos y por ser,
ademas, una plaga de infestacion secundaria por lo cual,
ataca los granos quebrados y productos de la molienda,
quedando expuestos los adultos y las larvas a la accién de
los insecticidas.

La dieta base consistié en harina de trigo 0ooo, leva-
dura de cerveza en polvo y fécula de maiz.

Experiencia 1. Mortalidad de individuos adultos de Tribolium
castaneum por la ingesta de extractos de Picrasma crenata.

Se observo el efecto de los extractos cuando fueron adi-
cionados a la dieta base de los adultos. La unidad experi-
mental fue el frasco de vidrio de 3 cm de didmetro por 5
cm de altura en un disefio completamente al azar (DCA).
En cada uno se colocaron 2 g de la dieta base (harina de
trigo, fécula de maiz y levadura), mas las correspondien-
tes dosis, en polvo, para cada uno de los tratamientos.

Los tratamientos fueron: To: testigo (dieta base); T1y
T2: acetato de etilo, T3y T4: acetonay T5y T6: etanol. Las
dosis fueron 0,15 g/ml y 0,20 g/ml para cada uno de los
extractos. Se realizaron 5 repeticiones (n = 5 con 10 indivi-
duos c/u) para cada tratamiento, y los frascos fueron man-
tenidos en condiciones controladas de temperatura (24 + 2
°C) y humedad (60 + 5 %). Se contabiliz6 la mortalidad de
los insectos adultos, realizando en total 10 observaciones,
la primera a las 24 horas y las siguientes a intervalos fijos
de tres dias. El analisis estadistico se llevé a cabo median-
te ANOVA de dos vias (solvente de extraccién y dosis) con
dos niveles cada uno, para cada momento de observacién
en forma independiente.

Experiencia 2. Duracion de los estados juveniles de Tribolium
castaneum por efecto de los extractos de Picrasma crenata sobre
la ingesta y su relacion con los reguladores de crecimiento.

La unidad experimental, el tipo de alimento y el trata-
miento estadistico fueron similares a la Experiencia 1.
Se consideraron dos reguladores de crecimiento, a dosis
comerciales, como parametros comparativos: Novalurén®
y Lufenur6n®. Se incorporé una larva neonata pertene-
ciente a una misma cohorte de T. castaneum por frasco.
Los tratamientos fueron: To testigo (dieta base), T1
y T2 acetato de etilo, T3 y T4 acetona, y T5 y T6 etanol.
Las dosis fueron 0,15 g/ml y 0,20 g/ml para cada uno de
los extractos, respectivamente. T7 Novalurén® (10 % EC, 1
cm3/1) y T8 Lufenurdén® (5 % EC, 1 cm3/1). Se realizaron 10
repeticiones (n = 10) para cada tratamiento en condiciones
controladas de temperatura (24 + 2 °C) y humedad (60 + 5 %).
Se contabiliz6 la duraciéon del estado larval y pupal. Las
observaciones se realizaron a intervalos de cuatro dias,
hasta que las larvas testigo alcanzaron el estado adulto.
Los datos se analizaron mediante la prueba no paramétri-
ca de Kruskal Wallis.

Mortalidad por topicacion de los adultos de Tribolium casta-
neum, Sitophilus oryzaey Oryzaephilus surinamensis con los
extractos de Picrasma crenata

Se observé el efecto de los extractos cuando fueron to-
picados sobre los adultos de tres especies de plagas de
granos almacenados: T. castaneum, S. oryzaey O. surinamen-
sis. Para ello, se tomaron individuos pertenecientes a una
misma cohorte (Lagunes y Vazquez, 1994).

La unidad experimental fue la caja de Petri de 9o mm
de didametro con un papel de filtro en la base, en un disefio
completamente al azar (DCA). Se efectud una aplicacién
topica sobre la region ventral de los Gltimos urosternitos,
con 0,4 pl de cada una de las diluciones, mediante una
microjeringa Hamilton de 10,0 pl.

Los tratamientos fueron: To: testigo (sin tratar), Ti
acetato de etilo, 0,30 g/ml; T2: acetona, 0,25 g/ml y T3:
etanol: 0,30 g/ml.

Las concentraciones fueron determinadas en relacién
con las experiencias anteriores.

Se realizaron 5 repeticiones (n = 5 con 10 individuos
c/u) para cada tratamiento y las cajas de Petri fueron
mantenidas en condiciones controladas de temperatura
(24 + 2 °C) y humedad (60 + 5 %).

Se contabilizé la mortalidad de los individuos, reali-
zando la primera observacion a los 30 min, la segunda a
las 6 h y las siguientes a intervalos de 6 horas hasta com-
pletar las 48 horas. El analisis estadistico utilizado fue la
prueba no paramétrica de Kruskal Wallis.

Bioequivalencia entre los extractos de Picrasma crenata y
un insecticida convencional sobre Tribolium castaneum

Por experiencias previas con el método del film (contacto
tarsal) se determind que los extractos que producian una
mayor mortalidad eran el acetato de etilo, la acetona y el
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Tabla 1.- Tratamientos realizados a distintas concentraciones
por contacto tarsal con distintos extractos en comparaciéon con
un insecticida convencional

Extractos Tratamiento Dosis
To Testigo
T1 0,15 g/ml
Acetato de etilo T2 0,20 g/ml
Acetona
Etanol T3 0,25 g/ml
T4 0,30 g/ml
Ts 0,35 g/ml
Metil-clorpirifés T6 2,88 x 10 cm3/ml

etanol. Se realiz6 un analisis de varianzaa para cada uno
de ellos.

Los tratamientos realizados con los diferentes ex-
tractos y las concentraciones empleadas se detallan en la
tabla 1. Las observaciones se hicieron a las 0,5; 6; 12; 18; 24;
48y 72 h. Se calculé la CL50 a las 6 h, por ser el momento
mas representativo en cuanto al porcentaje de mortalidad
y por ser progresiva a través del tiempo de exposicion y,
por consiguiente, ajustarse a un analisis de Probit.

Para el analisis de la bioequivalencia se consideraron
los extractos de etanol y acetato de etilo, por producir
una mayor mortalidad a una menor dosis (CL50 a las 6
h). Para la variable respuesta binomial se define a 6 como
la diferencia positiva de la probabilidad de éxito del gru-
po estandar (Pe) y la probabilidad de éxito para el grupo
experimental (Ps), esto es: 8 = Ps - Pe. El estadistico de la
prueba es el estadistico Z habitual derivado de la aproxi-
macidén de la distribucién binomial a la normal (Atherton
Akaffy Sloan, 1998).

1/2

Ps(1- Ps) .\ Pe(1-Pe]
Ns Ne

SE=

Donde Ns es el tamafio estandar de la muestra estandar y
Ne es el tamaiio de la muestra experimental. SE es una fun-
cién de Ps y Pe. La hipétesis nula se rechaza y se concluye
que existe equivalencia entre las proporciones de éxito de
los tratamientos estandar y experimental si Z < Z o, alter-
nativamente (valor p < a).

Efecto de los cuasinoides (cuasina y neocuasina) sobre Sitophi-
lus oryzae, Oryzaephilus surinamensis, Tribolium castaneumy
Ulomoides dermestoides

Ulomoides dermestoides se incorpora a este experimento

10

porque es una plaga potencial para la Argentina e intere-
sante de considerar en futuras experiencias.

Para la realizacién del ensayo se utilizaron las bandas
extraidas con diclorometano de P. crenata y, en funcién de
ello, se establecieron los siguientes tratamientos:

Tratamiento 1. Compuestos presentes en las bandas croma-
togréficas que no poseen cuasinoides (cuasinas y neocua-
sinas) en concentracion significativa (Bandas 1, 5y 6), con
el fin de verificar si existen otros compuestos con propie-
dades insecticidas.

Tratamiento 2. Compuestos presentes en las bandas cro-
matograficas que poseen mayor relacioén cuasina/neocua-
sina Banda 2).

Tratamiento 3. Compuestos presentes en las bandas cro-
matograficas que poseen mayor relacion cuasina/neocua-
sina (Banda 3).

Tratamiento 4. Compuestos presentes en las bandas cro-
matogréaficas que poseen Gnicamente neocuasina (Banda

4).

Todos los ensayos se realizaron en condiciones controla-
das de temperatura (27 + 1 °C) y humedad relativa (60 %).
Asimismo, todos fueron realizados siguiendo un disefio
completamente aleatorizado (DCA) con 5 repeticiones (10
individuos cada una). Se realizaron dos ensayos:

1. Primera Experiencia
1. Efecto delos cuasinoides a través del método de contacto
a. Ensayo preliminar utilizando las cuatro plagas
mencionadas
a,. Ensayo sobre S. oryzae

2. Segunda Experiencia
2. Efecto de los cuasinoides a través de la ingesta

1. Método de contacto

a. Ensayo preliminar. El objetivo de este ensayo fue obser-
var si los cuasinoides de P. crenata producen algtn efecto
por contacto sobre los adultos de O. surinamensis, T. cas-
taneum, S. oryzae y U. dermestoides. En las cajas de Petri se
coloc6 un papel de filtro en la base y, en ausencia de ali-
mento, se procedid a ubicar 1 ml de cada tratamiento en
las diferentes cajas. Se aired y se colocaron 10 individuos
adultos de cada una de las plagas para los distintos trata-
mientos. Para el control se utiliz6 metanol ya que este fue
el solvente en el cual se diluyeron los principios activos.
Se midié el efecto de los extractos mediante la mortalidad
de los adultos a las 3, 6, 12, 18, 48 y 72 horas después de su
introduccién.
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Figura 1.- Mortalidad de los adultos de T. castaneum por el
efecto de ingesta de los extractos de etanol de P. crenata
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a,.Ensayo por contacto sobre Sitophilus oryzae. A partir de los
resultados obtenidos en el ensayo preliminar, se repiti6
el ensayo con S. oryzae, duplicando la dosis a 2 ml. Para
el anélisis de los resultados, se utiliz6 el analisis de la va-
riancia (ANOVA) para el porcentaje de la mortalidad de
los tratamientos y las pruebas a posteriori para las com-
paracién de sus medias (Tukey = 0,05)

2 . Método de ingesta

El ensayo se realiz6 con T. castaneum debido a su impor-
tancia econ6émica en la conservacién de los granos y por
ser, ademas, una plaga de infestacién secundaria por lo
cual, ataca los granos quebrados y productos de la mo-
lienda, quedando expuestos los adultos y las larvas a la
accién de los insecticidas. Para la realizacién del estudio
se procedi6 de la siguiente manera:

En adultos. La unidad experimental fue un frasco de vidrio
de 3 cm de didmetro por 5 cm de altura. Se coloc6 1 g de la
dieta base (harina de trigo, fécula de maiz, levadura en pro-
porcién 10:10:1,5), y luego se introdujo 1 ml de cada banda
de P. crenata. Se incorporaron 10 insectos adultos por frasco.
Se evalu6 la mortalidad de estos insectos en cada unidad
experimental a las 24 h y luego cada 3 dias hasta completar
las 10 observaciones. Los ensayos se realizaron en condi-
ciones controladas de temperatura (27 + 1° C) y humedad
relativa (60 %).

En larvas. La unidad experimental, el tipo de alimento y el
tratamiento estadistico fueron similares al tratamiento
con los adultos. Se incorporaron 10 larvas en cada unidad
experimental. Se evalud la mortalidad de estos insectos
en cada una de éstas a las 24 h y luego cada 3 dias hasta
completar las 10 observaciones. Los ensayos se realizaron
en condiciones controladas de temperatura (27 +1°C) y hu-
medad relativa (60 %). Para el andlisis de los resultados, se
utilizé analisis de variancia (ANOVA) para el porcentaje de
mortalidad de los tratamientos y pruebas a posteriori para
las comparacién de sus medias (Tukey = 0,05)

Figura 2.- Duracién del periodo larval y pupal de T. casta-
neum en relacion al efecto de los reguladores de crecimiento,
Lufenur6n® y Novalurén®
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Larvas (H = 26,01; p = 0,0002); pupas (H = 6,29; p = 0,0653)

Resultados y Discusion

En general, se observé un aumento de la efectividad al
aumentar la polaridad de los solventes de extraccion y al
aumentar la concentracién de cada uno de los extractos.
De las cuatro especies bajo estudio, se pudo observar un
mayor porcentaje de mortalidad sobre O. surinamensisy T.
castaneum (tabla 2 y 3). Los extractos de acetato de etilo,
acetona, etanol y metanol mostraron una alta mortalidad
en todas las concentraciones. Los extractos obtenidos por
cocimiento e infusién lograron una mortalidad, en pro-
medio, de 72 % para T. castaneum y S. oryzae, mientras que
sobre U. dermestoides y O. surinamensis fue baja.

Se calcul6 la concentracion letal del 50 % de la pobla-
cién (CL50) y el tiempo efectivo de mortalidad del 50 % de
la poblacién (TL50), los extractos més efectivos fueron en
orden decreciente: acetona, acetato de etilo, etanol, me-
tanol, diclorometano y éter de petréleo. Los valores de la
CLs50 disminuyeron con el aumento de la polaridad de los
solventes.

En base a los resultados obtenidos en el método del
film, por contacto, se llevd a cabo la experiencia de la ob-
servacion de la mortalidad de los adultos de T. castaneum
por efecto de los extractos de acetona, acetato de etilo y
etanol de P. crenata incorporados a la dieta. El extracto de
etanol fue el mas efectivo (Figura 1).

En una segunda experiencia, se incorporaron los
mismos extractos a la dieta de las larvas de T. castaneum,
su accién se compar6 con los reguladores de crecimien-
to Novalurén® y Lufenur6n®. Se observo que el periodo
larval se acortd en relacién al control y los extractos de
acetato de etilo y etanol tuvieron un comportamiento si-
milar al de los reguladores de crecimiento. En el estado
pupal la mortalidad fue alta, manifestandose a través del
namero de individuos que llegaron a adulto, la duracién
de este periodo fue similar al control para los extractos de
etanol y acetona, mientras que para el acetato de etilo la
concentracién menor se comport6 como los reguladores
de crecimiento en los cuales las larvas no llegaron a em-
pupar (Figura 2).
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Figura 3.- Mortalidad de Sitophilus oryzae por efecto de la
topicacidén con extractos de Picrasma crenata
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K. Wallis, en forma independiente por momento de lectura y prueba a pos-
teriori) (a =0,05) (H = 8,33; p = 0,0363)

Con la finalidad de observar el efecto de los extractos
en las primeras horas de observacién, es decir, un efecto
knock out, se realiz6 un analisis de la CL50 a las seis horas
de comenzado el ensayo. Los extractos de acetato de etilo y
etanol lograron la mortalidad del 50 % de la poblacién con
dosis menores. Por este motivo fueron considerados para
un analisis de bioequivalencia con el insecticida conven-
cional metil-clorpirifés. Los resultados demostraron que
solamente el extracto de etanol present6 evidencias para
poder considerarlo bioequivalente al Clorpirifés (Tabla 2).

Por otro lado, al someter las especies S. oryzae, T. casta-
neum y O. surinamensis a la accion por contacto de los ex-
tractos de P. crenata, a través de la metodologia por topica-
cion, se observé un bajo efecto, excepto la especie S. oryzae
que difiri6 significativamente del testigo al alcanzar una
mortalidad del 50 % (Figura 3).

Cuando se aislaron los cuasinoides, cuasina y neocuasi-
na, pudo observarse que las cuasinas con el método del film
presentaron efectividad sobre los adultos de O. surinamensis
y S. oryzae. La respuesta de éste fue superior a la de O. surina-
mensis con la dosis de 1 ml, por lo que se llevé a cabo un se-
gundo ensayo con una doble dosis de todos los tratamientos
sobre S. oryzae. Se confirmé la alta mortalidad producida por
el tratamiento con mayor porcentaje de cuasinas (Figura 4).

En la segunda experiencia, donde se puso a prueba
la eficacia de los cuasinoides a través de la ingesta sobre
adultos y larvas de T. castaneum, se pudo observar que las
larvas presentaron una mejor respuesta que los adultos.
Con esta metodologia, se evidencid la efectividad de los
cuasinoides sobre adultos y larvas de estas plagas de gra-
nos almacenados.

En el tratamiento por ingesta se observaron diferencias
significativas en la mortalidad respecto del tratamiento
testigo, pero no entre las dosis de los extractos de etanol
probadas (Figura 4). Las dosis 1y 2 de este compuesto pro-
dujeron una mortalidad acumulada de 70 % y 90 % respec-
tivamente de los adultos de T. castaneum (Figuras 5y 6).

Tabla 2.- Concentracién letal media de los extractos a las
6 horas de observacién

Fraccién/CL50 CL50 (6 h) IF (95 %)
Acetato de etilo 0,16 (0,15-0,17)
Etanol 1,38 (0,90-1,66)
Acetona 1,74 (1,58-1,88)
Conclusiones

Los experimentos realizados permiten demostrar la accién
de los cuasinoides cuando acttian por ingesta sobre las pla-
gas de granos almacenados y la baja respuesta cuando se
aplica directamente sobre el tegumento, es decir, por to-
picacién. En todos los casos la efectividad fue mas alta al
aumentar la concentracién de cada uno de los extractos.

Por consiguiente, los ensayos realizados permiten plan-
tear la hipotesis de que , ademas de los cuasinoides, otros
metabolitos secundarios podrian actuar con accién insec-
ticida o con efecto de sinergismo sobre los sesquiterpenos
(cuasina y neocuasina).

Los resultados obtenidos constituyen un aporte intere-
sante a estas nuevas lineas de investigacion. Picrasma cre-
nata es una buena alternativa en el control de las plagas de
granos almacenados.
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