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Resumen

En condiciones controladas de laboratorio se evalud el efecto de los extractos de acetato de etilo, acetona y
etanol de Picrasma crenata (palo amargo) en la mortalidad por contacto en adultos de Sitophilus oryzae (L.),
Oryzaephilus surinamensis (L.) y Tribolium castaneum (Herbst), mediante topicacion en el abdomen. En 70
castaneum se midio ademas, el efecto por alimentacion producido por dos dosis diferentes, en la mortalidad
de los adultos y en la duracién de los estados inmaduros. Para estos tltimos se considerd el efecto de los
reguladores del crecimiento Linurén y Novalurén como base de comparacion. Las observaciones para mor-
talidad se consideraron hasta los 30 dias desde el tratamiento. Las pruebas por alimentacion fueron realiza-
das mezclando los extractos en polvo con la dieta base. Los resultados fueron analizados mediante analisis
de varianza. La mortalidad acumulada por contacto en adultos de S. oryzae, fue de 50% para los extractos de
acetato de etilo y acetona, sin efecto significativo por ninguno de los extractos en las otras dos especies. La
mortalidad acumulada por alimentacion con dieta y extractos sobre adultos de 7. castaneum fue de 90% para
la dosis mas alta del extracto de etanol, 70% para la dosis mas alta del extracto de acetona y 40% para la dosis
mas alta del extracto de acetato de etilo. La duracion de sus etapas inmaduras fue afectada de modo signifi-
cativo por todos los extractos, y el efecto del de acetato de etilo fue el mas eficaz y semejante al producido
por los reguladores de crecimiento.

Picrasma crenata Vell.: Its action by contact, feed and as a regulator of growth
on three stored grain pests

Summary

The mortality produced by contact of extracts of ethyl acetate, acetone and ethanol, obtained from Picrasma
crenata (bitter stick), on Sitophilus oryzae (L.), Oryzaephilus surinamensis (L.) and Tribolium castaneum
(Herbst) adults, by means of topic apply on their abdominal sternum was evaluated in a controlled environment.
For T. castaneum, was also measured the effect by feed of two different doses of the same extracts, considering
mortality on adults and disturbing on immature development. We expected to compare them with those
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disturbing produced by both growth regulators, Novaluron and Lufenuron. Data collection for mortality
were performed up to thirty days since the beginning. Feed tests by adding the extracts (powder) to diet have
been performed. All results have been analyzed by means of variance analysis. Mortality for contact tests in
the last day were 50% for S. oryzae adults treated with ethyl acetate and acetone extracts, with almost
negligible effects for all extracts on the other species. Accumulated mortality produced on 7. castaneum
adults, considering the highest doses in feed assays, were 90% for ethanol extract, 70% for acetone extract,
and 40% for ethyl acetate extract. Immature stages were shorter for all extracts but ethyl acetate best mirrored

the effect of growth regulators.

Introduccion

Una quinta parte de la produccion mundial anual de
granos es dafiada durante su almacenaje por insec-
tos y enfermedades (Bergvinson y Garcia Lara,
2004) que ocasionan pérdidas fisicas y disminuyen
su calidad; desmejoran su aspecto, olor, color o sa-
bory, en consecuencia, los tornan inaceptables para
el consumo (Saini y Rodriguez, 2004). Ademas, ele-
van la temperatura del grano, diseminan esporas de
hongos y dafan el material de empaque y las es-
tructuras de las bodegas (Garcia y Donadei, 2004).
La mayor parte de estas pérdidas son producidas
por Coleopteros (Hinton, 1945), en forma de plagas
de infestacion primaria (Sitophilus oryzae L.,
Coleoptera: Curculionidae) o secundaria (7ribolium
castaneum Herbst, Coleoptera: Tenebrionidae y
Oryzaephilus surinamensis (L), Coleoptera:
Silvanidae).

El control convencional consiste en la limpieza
y la desinfeccion de las instalaciones (acopio, trans-
porte y envases). Los tratamientos preventivos o pro-
tectores, con aplicacion de plaguicidas residuales,
son eficaces en ausencia de ataque o con dafio mini-
mo, mientras que los tratamientos curativos se apli-
can ante la presencia evidente de la plaga. Ambos
controlan la infestacion rapidamente, pero no pro-
tegen contra la reinfestacion (Yanucciy col., 2001).
El abuso de productos quimicos puede generar re-
sistencia y resurgencia de las plagas, contaminar el
ambiente e intoxicar a los consumidores (Alonso y
col., 1996), como el bromuro de metilo que puede
dejar residuos de bromo toxico, aun después de la
ventilacion.

Los insecticidas naturales u organicos, a base de
extractos de plantas, se presentan como una alterna-
tiva mas compatible con todas las formas de vida.
Provienen de los metabolitos secundarios, inicial-
mente considerados productos de deshecho, cuando
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se desconocia su funcion especifica (Salisbury y
Ross, 1991). Hoy se conoce su papel ecologico, que
le confiere una ventaja adaptativa a las plantas; es-
tos aleloquimicos son responsables de los mecanis-
mos de defensa frente a la herbivoria, actian como
reserva, facilitan la polinizacién o impiden la
germinacion de semillas de su propia especie o de
otras (Hedin, 1982; Turk y Tawaha, 2003). Esta fun-
cion alelopatica ha sido atribuida a flavonoides,
alcaloides, fenoles, terpenos, compuestos nitro-
genados y poliacetilenos (Withaker y Feeny, 1971;
Panizzi y Parra, 1991).

Los terpenos son funcionalmente diversos, tie-
nen accion hormonal (giberelinas y acido abcisico),
estructural (fitoesteroles) y fotosintética (caro-
tenoides) (Theis, 2003). Los mono y sesquiterpenos
causan neurotoxicidad en los insectos, actuan en la
inhibicion de la actividad de la acetilcolinesterasa
(Garcia y Donadei, 2004). Los triterpenos tienen
efecto toxico cuando se aplican por topicacion so-
bre la cuticula de los insectos (Tripathiy col., 2003;
Pungitore, 2005). Asimismo, los sesquiterpenos
pueden presentar una estructura aciclica o mono-,
bi-, tri- y tetraciclica. Los aciclicos como el metil
farnesoato presentan una estructura similar a la hor-
mona juvenil de los insectos que regula la meta-
morfosis y la reproduccion (Hornby y col., 2001).

Se comprobo asimismo, la accién por ingesta
sobre T. castaneum de los monoterpenos eucaliptol
y limoneno (Prates y Santos, 1998). Los aceites esen-
ciales de las hojas de Eucaliptus saligna Sm.
(Myrtaceae) y Cupressus sempervirens L.
(Cupressaceae) sobre Sitophilus zeamais y Tribolium
confusum redujeron la progenie F1 y la pérdida del
peso del grano (Tapondjou y col., 2005). El aceite
esencial extraido de Evodia rutaecarpa Hook f. et
Thomas (Rutaceae) redujo el ritmo de crecimiento
de larvas de T. castaneum, y adultos de S. zeamais,
por la disuasion de su alimentacion (Liu'y Ho, 1999).
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La mayoria de los compuestos probados con
fines de proteccion vegetal exhiben un efecto
insectistatico, perturban el desarrollo normal de
los insectos, mientras que unos pocos tienen efec-
to insecticida (piretrinas, nicotina y rotenona).
Estos compuestos naturales son principalmente
repelentes, disuasivos de la alimentacion u ovi-
posicion, y reguladores del crecimiento; por lo
tanto, su accion seria mas preventiva que curati-
va (Garcia y Donadei, 2004).

Las Simaroubaceae presentan sustancias amar-
gas en los diferentes 6rganos, con propiedades me-
dicinales y accion insecticida (Koike y Ohmoto,
1988; Krebs y col., 2001). Se han aislado alrededor
de 48 alcaloides y 12 quasinoides, algunos con acti-
vidad antifiingica (Ishii y col., 1991). P. crenata
(Vell.) Eng., que habita a la vera de los cursos de
agua en los bosques de la provincia de Misiones, en
la Argentina (Spegazzini, 1917; Vitagliano y Comin,
1971), esta estrechamente emparentado con otras
Simaroubaceae mas estudiadas, como Picrasma ex-
celsa Planch. y Quassia amara L. (Mambelliy col.,
1994), y cuyos extractos han sido probados para el
control de S. granarius, T. confusum 'y Trogoderma
granarium (Szafranski y col.,, 1993).

El lefio de P. crenata se usa en la Argentina en
la terapia de la pediculosis y de problemas intes-
tinales; por otra parte, se estan estudiando sus pro-
piedades antivirales. Contiene sesquiterpenos,
como quasina, neoquasina y picrasmina (cua-
sinoides), potencial como insecticida natural
(Marquez y col., 1999).

El objetivo de estas experiencias fue observar la
accion de extractos de P. crenata por contacto, por
ingesta y, como regulador de crecimiento sobre las
plagas de granos almacenados.

Materiales y métodos

Insectos

Los individuos correspondieron a cohortes homo-
géneas de cepas de la Catedra de Zoologia Agricola
de la Facultad de Agronomia (UBA), criadas en re-
cipientes de vidrio y en condiciones controladas de
temperatura (28 °C + 1 °C) y humedad relativa
(60%). T. castaneum y O. surinamensis fueron ali-
mentadas con harina de trigo 000, almidén de maiz
y levadura (10:10:1,5) (dieta base) y, S. oryzae, con
granos de trigo enteros.

Material vegetal

El lefio de P. crenata fue provisto por la empresa
“Platario S. A.”, proveniente de plantaciones comer-
ciales en Apostol (Pcia. de Misiones). En el Museo
de Farmacobotanica “Juan A. Dominguez” de la
Facultad de Farmacia y Bioquimica (UBA) -Colec-
cion BAF de drogas vegetales- se encuentra depo-
sitada una muestra del material.

Obtencion de los extractos

Se tomaron 100 g de “palo amargo” finamente mo-
lido y se realizaron maceraciones sucesivas con éter
de petroleo, diclorometano, acetato de etilo, acetona,
metanol y etanol. Se dejaron macerar con cada sol-
vente, en 200 ml durante 48 h, en dos extracciones
sucesivas que posteriormente fueron reunidas (vo-
lumen total 400 ml) y ese volumen se llevo a seque-
dad con evaporador rotatorio. Como adsorbente se
agregd 2 g de manitol. En este trabajo se emplearon
las fracciones correspondientes al acetato de etilo,
acetona y etanol (Figura 1).

Figura 1.- Obtencion de los extractos

Control de calidad

Para determinar la presencia de cuasinoides en
los extractos se realizaron cromatografias liqui-
das de alta resolucion (HPLC), utilizando colum-
na LiChroCart 250-4 RP-18 (5 ml); la fase movil
fue acido ortofosforico 0,02 molar-metanol-
acetonitrilo (50:35:15) y la deteccion se realizo a
257 nm en un espectrofotometro UV/visible
(Robins y Rhodes, 1984). El tiempo de retencion



Rodriguez y col.

de la cuasina fue de 15 min y de la neocuasina,
20 min.

Bioensayo
Experiencia 1. Mortalidad de individuos adultos de
T. castaneum por la ingesta de extractos de P, crenata

Launidad experimental fue el frasco de vidrio de 3 cm
de diametro por 5 cm de altura en un disefio completa-
mente al azar con 5 repeticiones por tratamiento (n=>5
con 10 individuos c¢/u) donde cada individuo corres-
pondié a un adulto. Los frascos fueron mantenidos en
las condiciones ambientales de la cria y se colocaron 2
g de dieta base y la dosis del extracto (polvo) en cada
uno. Tratamientos: T testigo (dieta base), T, extracto
de acetato de etilo 0,15 g, T, extracto de acetato de
etilo 0,20 g, T, extracto de acetona 0,15 g, T, extracto
de acetona 0,20 g, T, extracto de etanol 0,15 g, T, ex-
tracto de etanol 0,20 g.

Se registro la mortalidad en 10 observaciones; la
primera, a las 24 horas y las restantes, a intervalos fijos
de 3 dias. El andlisis estadistico fue separado por ex-
tracto, mediante ANOVA de 2 vias (dosis y momento
de observacion) y Tukey (o = 0,05) (Figura 2).

Experiencia 2. Duracion de los estados juveniles de
T. castaneum, por efecto de los extractos de P.
crenata sobre la ingesta y su relacion con los regu-
ladores de crecimiento

La unidad experimental fue el frasco de vidrio de 3
cm de didametro por 5 cm de altura en un disefio
completamente al azar con 10 repeticiones por tra-
tamiento (n =10 con 1 individuo c/u) y cada indivi-
duo correspondi6 a una larva neonata. Los frascos
fueron mantenidos en las condiciones ambientales
de la cria y, se colocaron 2 g de dieta base y la dosis
del extracto (polvo) en cada uno. Los tratamientos
fueron: T, testigo (dieta base), T, extracto de acetato
de etilo 0,15 g, T, extracto de acetato de etilo 0,20
g, T, extracto de acetona 0,15 g, T, extracto de
acetona 0,20 g, T, extracto de etanol 0,15 g, T, ex-
tracto de etanol 0,20 g, T, Novalurén (10 % EC)
lem*/l'y T, Lufenurén (5% EC) lem*/1.

Se registro en dias la duracion de los estados:
larval y pupal, a intervalos de 4 dias, hasta que las
larvas del testigo alcanzaron el estado adulto. El
analisis estadistico fue separado por estado, median-
te la prueba no paramétrica de Kuskal Wallis (o =
0,05) y comparacion de rangos a posteriori.

Figura 2.- Ensayo de ingesta

Experiencia 3. Mortalidad por topicacion de los
adultos de T castaneum, S. oryzaey O. surinamensis
con los extractos de P. crenata

La unidad experimental fue la caja de petri de 90
mm de diametro, con un papel de filtro en la base,
en un diseflo al azar con 5 repeticiones por trata-
miento (n =5 con 10 individuos) donde cada indi-
viduo correspondi6 a un adulto.

Se efectud una aplicacion topica sobre la region
ventral de los ultimos urosternitos, con 0,4 ul de
cada una de las diluciones, mediante una micro-
jeringa Hamilton de 10,0 pl. Los tratamientos fue-
ron: T testigo, T, extracto de acetato de etilo: 0,30
g/ml, T, extracto de acetona: 0,25 g/ml, T, extracto
de etanol: 0,30 g/ml. Las concentraciones fueron se-
leccionadas a partir de experiencias previas
(Rodriguez y col., 2008) (Figura 3).

Se registr6 la mortalidad; se realizaron, la pri-
mera observacion a los 30 min, la segunda, a las 6
horas y las siguientes, a intervalos de 6 horas hasta
completar 48 horas. El analisis estadistico fue lle-
vado a cabo en forma separada para cada especie de
insecto. Para ello, se utilizo la prueba no paramétrica
de Kruskal Wallis (o. = 0,05) y comparacion de ran-
gos a posteriori, para cada momento de observacion.

Figura 3.- Ensayo de topicacion
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Resultados y discusion

Experiencia 1. Mortalidad de individuos adultos de
T. castaneum por la ingesta de extractos de P. crenata

Extracto de etanol

Se obtuvieron diferencias significativas respecto del
testigo, pero no entre las dosis 1 y 2, que produje-
ron una mortalidad acumulada de 70% y 90%, res-
pectivamente (Grafico 1).

Extracto de acetato de etilo

Se obtuvieron diferencias significativas solo entre
el testigo y las dosis, aunque no entre ellas. Las do-
sis 1 y 2 alcanzaron una mortalidad acumulada de
30 y 40%, respectivamente (Grafico 2).

Extracto de acetona

Se obtuvieron diferencias significativas entre el testi-
go y el tratamiento y, a partir del sexto dia, la mortali-
dad acumulada para la dosis 1 (40%) y la dosis 2 (70%)
se hallaron solapadas con el testigo (Grafico 3).

De los tres extractos probados el etanol fue el
mas eficiente, seguido por el extracto de acetona y
de acetato de etilo; sin embargo, en general produ-
jeron una mortalidad relativamente baja para ser em-
pleados comercialmente. Podrian contribuir a incre-
mentar el efecto de un insecticida convencional apli-
cado auna dosis inferior a la regular de marbete; en
consecuencia, se reduciria de modo indirecto la con-
taminacion por residuos.

Experiencia 2. Duracion de los estados juveniles de
T. castaneum, por efecto de los extractos de P.
crenata sobre la ingesta y su relacion con los regu-
ladores de crecimiento

Los ensayos tuvieron como protagonista principal
a T. castaneum, no solo por su importancia econo-
mica sino por su caracter de plaga de infestacion
secundaria. Ello implica que ataca granos quebra-
dos y productos de la molienda y, de tal modo, esta
expuesto durante todas las etapas de su desarrollo.
Por el contrario, S. oryzae es una plaga de infesta-
cion primaria, cumple todo su ciclo hasta adulto en
el interior del grano; por consiguiente, no hay posi-
bilidad de acceder a sus etapas inmaduras mediante
un tratamiento (Saini y Rodriguez, 2004). Por esa
razon, esta especie fue excluida de los ensayos con
reguladores.

En la duracion del periodo larval se obtuvieron
diferencias significativas para la accion de los

Grafico 1.- Mortalidad de los adultos de 7. castaneum
por los extractos de etanol de P. crenata
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Grifico 2.- Mortalidad de los adultos de 7. castaneum
por los extractos de acetato de etilo de P. crenata
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Grafico 3.- Mortalidad de los adultos de T. castaneum
por los extractos de acetona de P. crenata. Efecto de los
extractos de acetona sobre los adultos
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Grafico 4.- Duracion del periodo larval y pupal de 7. castaneum en relacion con el efecto de los reguladores de

crecimiento, Lufenur6n y Novalurén
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extractos respecto al control; la respuesta vario se-
gun los extractos y las dosis. En el grafico 4 se apre-
cia que el efecto fue comparable aunque no equiva-
lente al de los reguladores de crecimiento, en los
cuales las larvas no completaron el desarrollo pupal
(en consecuencia, no se tienen datos). La mejor res-
puesta se observo para el extracto de acetato de etilo
(ambas dosis).

En el mismo grafico se observa que los individuos
del tratamiento con extracto de acetato de etilo a una
dosis inferior no pudieron completar su desarrollo larval
y, en cambio, para la dosis superior, se obtuvieron pu-
pas. La duracion de la etapa fue la menor de todos los
extractos y dosis, y fue la que estuvo mas proxima al
resultado de los reguladores comerciales.

Experiencia 3. Mortalidad por topicacion de los
adultos de S. oryzae, T. castaneum'y O. surinamensis
con los extractos de P. crenata

Para S. oryzae, en la primera observacion se obtu-
vieron diferencias significativas en la mortalidad
producida por el extracto de acetato de etilo respec-
to al testigo. Para la ultima observacion, se obtuvie-
ron diferencias para el mismo extracto, su resultado
(cercano al 50%) no se diferenci6 del obtenido para
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el extracto de acetona. La mortalidad acumulada no
fue diferente entre el extracto de etanol y el testigo
(Grafico 5). En el caso de T. castaneum y O.
surinamensis, la mortalidad acumulada no fue
significativamente diferente para ninguno de los
extractos, entre si o respecto al testigo (Graficos 6 y
7). Rodriguez y col. (2008) demostraron el alto efec-
to de los extractos de acetato de etilo y acetona al
actuar por contacto sobre S. oryzae, por medio del
método del film. En esta experiencia, con dosis ba-
jas del extracto de acetato de etilo se observo el po-
der de volteo y la alta mortalidad producida por
ambos extractos.

Todos los extractos de P. crenata probados so-
bre T. castaneum no produjeron una mortalidad sig-
nificativa, aunque segin Pungitore y col., (2005)
los triterpenos evaluados sobre 7. castaneum actua-
ron como toxicos agudos cuando se aplicaron por
topicacion.

Por otro lado, Liuy Ho (1999) observaron la ac-
tividad de los aceites esenciales de Evodia
rutacaerpa aplicados por topicacion sobre adultos
de S. zeamais y T. castaneum. S. zeamais fue mas
susceptible que 7. castaneum; estos resultados co-
inciden con los resultados expresados en este traba-
jo con relacion al efecto de P. crenata sobre cada
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Grafico 5.- Mortalidad de S. oryzae por efecto de la
topicacion con extractos de P. crenata
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Grafico 6.- Mortalidad de 7. castaneum por efecto de la
topicacion con extractos de P. crenata
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Grafico 7.- Mortalidad de O. surinamensis por efecto de
la topicacion con extractos de P. crenata
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una de las especies en estudio. La especie del géne-
ro Sitophilus tuvo mayor respuesta al producto que
O. surinamensis y T. castaneum.

Conclusiones

En las experiencias donde se observo la accion de
los extractos de P. crenata por ingesta, se evidencio
el efecto del extracto de etanol sobre los adultos de
T. castaneum, que produjeron una alta mortalidad.
Asimismo, se observo su efecto sobre los periodos
larval y pupal; en el primer caso se alarga, y su com-
portamiento podria ser similar al de los reguladores
de crecimiento. En el estado pupal la mortalidad fue
alta, y se manifesto a través del numero de indivi-
duos que llegan a adulto. La accion por contacto de
los extractos de “palo amargo” fue escasa.
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