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RESUMEN

El uso de plantas con actividad insecticida se propone como método alternativo de
control de insectos, para reducir dafios causados por plaguicidas convencionales.
Tagetes lucida, es una maleza, conocida cominmente como Pericon o Santa
Maria, que es usada tradicionalmente en aplicaciones terapéuticas por sus
propiedades antibacterianas, antifingicas y antioxidantes. El objetivo de este
trabajo es la obtencién y evaluacion del aceite esencial de T. lucida y probar su
efecto insecticida o de repelencia contra el gorgojo del maiz (Sitophilus zeamais),
una de las principales plagas del maiz almacenado. En este trabajo se reporta la
evaluacion del aceite como repelente. Se colectaron 4 kg de T. lucida en Capula,
Michoacéan, y se obtuvieron 20 ml de su aceite esencial mediante destilacién por
arrastre de vapor. Este aceite fue analizado por cromatografia de gases acoplada
a espectrometria de masas. Sus componentes mayoritarios fueron: metileugenol
62.1%) y estragol (31.2%). La actividad de repelencia se probd en insectos no
apareados machos y hembras, por olfatometria de dos vias exponiéndolos a 5
concentraciones (1, 2, 4 Y 8ul) de aceite esencial. Al aumentar la concentracion
del aceite esencial se observé que las hembras fueron atraidas por el aceite
esencial, mientras que los machos fueron repelidos completamente. Este hallazgo
podria ser importante en el disefio de trampas atrayentes cebadas con aceite
esencial de Tagetes lucida para las hembras de Sitophilus zeamais. Para evaluar
la actividad bioplaguicida del aceite esencial de T. lucida, se fumigaron 450
insectos con las siguientes concentraciones, (0.18, 0.37, 0.75, 1.5, 3.12, 6.25 y
12.5 pl/ml aire); el control y un testigo. La fumigacién de insectos se hizo con papel
filtro impregnado de aceite esencial de T. lucida en frascos ambar de 8 mL. Se
impregné un disco de papel filtro con 2 cm? de diametro con diferentes
concentraciones de aceite esencial de T. lucida. Los resultados obtenidos en
fumigacion con T. lucida se evaluaron hasta las 96 horas de exposicion hacia S.
zeamais obteniendo una CLso de = 1.83 pyL/mL y una CLgs= de 7.32uL/mL de aire.
Los resultados obtenidos de T. lucida muestran una relacién positiva entre la
concentracion del aceite y la mortalidad de S. zeamais.

Palabras clave: aceite esencial, Tagetes lucida, Sitophilus zeamais
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ABSTRACT

The use of plants with insecticidal activity is proposed as an alternative method of
insect control to reduce damage caused by conventional pesticides. Tagetes lucida
is a weed, commonly known as Pericon or Santa Maria, which is traditionally used
in therapeutic applications for its antibacterial, antifungal and antioxidant
properties. The aim of this work is the collection and evaluation of essential oil of T.
lucida and prove its insecticide or repellent effect against maize weevil (Sitophilus
zeamais), a major pest of stored maize. In this paper the evaluation of oil repellent
reported. 4 kg of T. lucida Capula Michoacan were collected, and 20 ml of the
essential oil obtained by distillation by steam. This oil was analyzed by Gas
chromatography-mass spectrometry. Its main components were: methyleugenol
62.1%) and estragole (31.2%). The activity of insect repellency was tested on male
and female unpaired, two-way olfactometry exposing to 5 concentrations (1, 2, 4
and 8ul) essential oil. Increasing the concentration of essential oil is observed that
females were attracted to the essential oil, while males were completely repelled.
This finding could be important in designing attractive traps baited with essential oil
of Tagetes lucida for females of Sitophilus zeamais. To evaluate the biopesticide
activity of essential oil of T. lucida, 450 insects were sprayed at the following
concentrations (0.18, 0.37, 0.75, 1.5, 3.12, 6.25 and 12.5 ul / ml air); control and a
witness. Fumigate insects became filter paper impregnated with essential oil of T.
lucida in 8 mL amber bottles. Filter paper disc of diameter 2 cm? was impregnated
with different concentrations of essential oil of T. lucida. The results obtained in
spraying T. lucida were evaluated up to 96 hours of exposure to S. zeamais
obtaining a LC50 = 1.83 uL / mL and LC95 = de 7.32uL / mL of air. The results of
T. lucida show a positive relationship between the concentration of oil and mortality
of S. zeamais.

Keywords: essential oil, Tagetes lucida, Sitophilus zeamais
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1. INTRODUCCION

La importancia de la conservacion de los granos almacenados constituye una
necesidad principalmente alimenticia y econdmica (Lagunes y Rodriguez 2003;
Silva et al, 2005; Pérez et al, 2007). Las pérdidas de post-cosecha en los cereales
almacenados tienen una importancia econémica que muchas veces no se valora
en su verdadera dimension, existiendo pérdidas en cantidad y calidad de los
granos (Sandoval, 1984). Una de las etapas mas criticas para el maiz es la de
llenado de almacén, donde se propicia el ataque de diferentes organismos, por lo
que la pérdida de los granos durante su almacenaje es el principal problema en
post-cosecha que enfrenta el agricultor (Larrain, 1994)

Unas de las plagas de granos almacenados mas destructivas corresponden a
especies del género Sitophilus (Coleoptera: Curculionidae), conocidos
comunmente como gorgojos. Ya que aproximadamente el 10% de los granos de
cereales pueden ser infestados en el momento de la cosecha, y si la infestacion
continua con el almacenaje, alrededor del 30 a 50% de los granos pueden estar
dafiados al cabo de seis meses (FAO. 1999). El gorgojo de maiz (Sitophilus
zeamais Motschulsky) es el insecto considerado como la plaga de maiz
almacenado mas importante a escala mundial. Se estima que genera pérdidas del
20 al 90% en areas subtropicales y tropicales, afectando principalmente a los
agricultores de escasos recursos. En México la incidencia de esta plaga supera el
80% en regiones humedas y es la primera causa de dafio de post-cosecha. El
habitat de los gorgojos corresponde a regiones de climas calidos a templados,

alimentandose principalmente de maiz, aunque pueden consumir otros cereales
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como arroz, trigo y avena, donde se presentan distintas especies como Sitophilus
oryzae L.y Sitophilus granarius L. (Gonzalez, 1989; Artigas, 1994).

Cuando se habla de productos almacenados se puede pensar intuitivamente en
alimentos. Sin embargo, se pueden considerar como producto almacenado
materiales muy diversos que los humanos conservan durante periodos variables
para una utilizacién posterior. La madera, los tejidos, el tabaco, las flores secas,
etc., son productos almacenables y susceptibles de ser usados como sustratos
alimenticios por diversas especies de insectos que pueden convertirse en plagas,
potenciales o reales, de dichos productos. (Aguilar-Amat, 1930; Flores, 1960). En
cualquier caso, son las plagas de productos de tipo alimentario, especialmente los
granos de cereales, leguminosas y sus derivados, las que tienen una mayor
relevancia y sobre las que se han desarrollado mas extensamente las técnicas de
control. La principal causa de contaminacion de los productos almacenados es la
denominada infestacion cruzada, por introducir productos infestados en un

almacén limpio (De los Mozos, 1997).

Entre las plagas que atacan los granos almacenados se distinguen habitualmente
dos tipos, el primer grupo engloba las denominadas “plagas primarias”, que son
aquellas capaces de perforar la testa de las semillas y por tanto atacar los granos
intactos (De los Mozos, 1997). En general son especies altamente especializadas
en la infestacion de los granos. En este grupo se encuentran los curculiénidos del
género Sitophilus y, Rhizopertha dominica: el Bostriquido Prostephanus truncatus
y algunas polillas como Sitotroga cerealela y Plodia interpunctella H. (De los

Mozos, 1997; Garcia-Lara et al., 2007)
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Las denominadas plagas secundarias solo pueden desarrollarse sobre granos
dafiados, bien mecanicamente durante su procesado o por la accion de otras
plagas. En general las plagas secundarias suelen ser especies de amplio espectro
trofico, poco especializadas en el ataque a granos. (De los Mozos, 1997). Debido
a las condiciones ambientales existentes en los almacenes, la mayoria de las
plagas importantes de almacén tienen un desarrollo rapido y alcanzan con
prontitud la madurez sexual. Como resultado, su tasa intrinseca de crecimiento es

muy alta y las poblaciones aumentan con rapidez (Garcia Mari, 1991).

Para minimizar las pérdidas causadas por plagas insectiles, normalmente se
utilizan insecticidas quimicos, que en las dosis recomendadas pueden causar
toxicidad tanto a la semilla como a las plantulas y con frecuencia provocan
resistencia al insecticida (Rodriguez, 2003). Por esto es necesario estudiar nuevos
productos que presenten igual o mejores resultados en el control de las plagas y
que ademas no dafien la calidad de las semillas durante su almacenamiento
(Monsanto, 2002). En la bisqueda de alternativas, econdmicas, biodegradables y
disponibles en armonia con el desarrollo sostenible (Ewete, 2007) esté el empleo
de extractos y aceites esenciales de plantas que contienen compuestos quimicos
secundarios y activos contra las plagas agricolas. Muchas de los cuales no han
sido evaluadas como fuente de sustancias con propiedades insecticidas
(Asawalam, 2006). Los aceites esenciales son fracciones liquidas volatiles
responsables del aroma de las plantas compuestas por una mezcla de metabolitos
secundarios; comunmente extraidos de hojas, raices, tallos y frutos de la planta

(Martinez 2003; Leyva et al, 2007).
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Los componentes de los aceites esenciales incluyen terpenos, compuestos
derivados de isopreno (Guenther, 1948). Algunos de estos compuestos tienen
propiedades insecticidas y pueden tener efectos inhibidores del crecimiento de
insectos. Algunos monoterpenos (Harwood et al, 1990; Regnault-Roger y
Hamraoui, 1995), como D-limoneno (Karr et al, 1990), poseen actividades

insecticidas y pueden inhibir la reproduccion en varias especies de insectos.
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2. ANTECEDENTES

Las plantas producen y emiten numerosos compuestos volatiles conocidos como
metabolitos secundarios, que no parecen tener una funcion directa en procesos:
fotosintéticos, respiratorios, asimilacion de nutrientes, transporte de solutos o
sintesis de proteinas, carbohidratos o lipidos, pero que intervienen en la defensa
vegetal (Garcia y Pérez 2009). Estos compuestos se dividen en tres grupos
principales: terpenos, fenoles y alcaloides. Los terpenos y terpenoides constituyen
el grupo mas numeroso de metabolitos secundarios, con més de 40,000 moléculas
diferentes. Los glucdsidos que son metabolitos secundarios de gran importancia
cuyo nombre hace referencia al enlace glicosidico que se forma cuando una
molécula de azlcar se condensa con otra que contiene un grupo hidroxilo. Existen
tres tipos de glucdsidos de particular interés: saponinas, glicosidos cardiacos y
glicésidos cianogénicos. Finalmente los alcaloides que son una familia de més de
15,000 compuestos solubles en agua, con al menos un atomo de nitrégeno en la

molécula y con actividad biologica (Anaya y Garcia 2006; Garcia y Pérez 2009).

Los volatiles de las plantas, compuestos principalmente por terpenos, intervienen
en numerosas interacciones bioticas, en relaciéon con funciones fisiologicas y
ecolégicas como la interaccion planta-animal (Marin y Céspedes, 2007), y tienen
diferentes aplicaciones, desde farmacos, plaguicidas, herbicidas, insecticidas y
fungicidas, hasta colorantes, saborizantes y fragancias (Trejo y Rodriguez, 2007).
Sin embargo las funciones méas importantes de los volatiles son su contribucion a
la defensa vegetal, como repelentes de herbivoros, atrayentes de enemigos

naturales o polinizadores y de dispersores de semillas (Marin y Céspedes, 2007;
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Trejo y Rodriguez, 2007; Garcia y Pérez, 2009). Se considera a los metabolitos
secundarios como una alternativa para reducir el uso de insecticidas sintéticos en
el control de plagas de granos almacenados (Koul et al., 2008), empleandolos
como polvos, extractos y aceites esenciales vegetales (Salvadores 2005; Betancur

etal., 2010).

2.1 Aceites esenciales

Los aceites esenciales (AE) son fracciones volatiles liquidas compuestas por
mezclas de compuestos, generalmente obtenidas por destilacién usando arrastre
con vapor de agua (Moreno et al, 2006). La actividad de los aceites esenciales en
insectos plaga de productos almacenados se ha evaluado principalmente
midiendo su toxicidad por dos métodos: contacto y fumigacion (Koul et al., 2008;
Kumar 2008). Se sabe por ejemplo que los aceites esenciales con alto contenido
de monoterpenos pueden actuar como insecticidas contra plaga de maiz
almacenado (Sampson et al., 2005). También los AE han sido reportados como
fungicida contra hongos patégenos, para los que se han reportado compuestos
como eucaliptol, a-pineno, limoneno, carvacrol y p-cimeno, los cuales pueden
inhibir el crecimiento de micelio de hongos fitopatdgenos (Devakumaet al., 2004;
Marangon et al.,2008; Hernandez et al., 2008; Rocha et al, 2009; Scora y Scora,

2009)

Los aceites esenciales generalmente son mezclas complejas de hasta méas de
100 componentes que pueden ser: compuestos alifaticos de bajo peso molecular,

monoterpenos, sesquiterpenos y fenilpropanos (Martinez, 2003). Son
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frecuentemente volatiles y son usados recientemente para producir bioplaguicidas
(Isman, 2000). Es conocida la actividad antibacteriana, antifingica y antiséptica
de los aceites esenciales, por lo tanto sus aplicaciones son variadas (Moreno et al,
2006). Los efectos téxicos de los aceites esenciales se evalian por bioensayo de
contacto, fumigacion o consumo de dieta (Hummelbrunner e Isman, 2001;

Steffanazzi et al, 2004).

2.2. Control de plagas de granos almacenados

Con la finalidad de conservar los granos almacenados de las principales plagas
que los atacan, se han planteado multiples métodos, entre los cuales estan los de
control fisico, quimico y biolégico (Silva, 2006). Los métodos quimicos son
aquellos donde se emplean plaguicidas sintéticos, y en los métodos biolégicos
involucran el uso de plantas en distintas formas; polvos, extractos, aceites etc.
Existen otros métodos como el manejo de la temperatura y humedad, que son
factores abidticos determinantes en el desarrollo de los insectos. Por otra parte,
los granos son organismos vivos en estado de latencia que deben ser
conservados con una baja tasa metabdlica para conservar su calidad y poder
germinativo. Las temperaturas elevadas mantenidas durante un cierto tiempo
reducen la supervivencia y la ovoposicion de numerosas plagas de almacén,
especialmente en condiciones de baja humedad (Pradzynska, 1995). Se ha
comprobado en laboratorio que temperaturas de 45-60 °C eliminan todas las fases
de Sitophilus granarius sin afectar al aspecto y la capacidad germinativa de los
granos de trigo (Pixton, 1982). La relacién entre humedad relativa en la atmésfera

intergranular y el contenido en humedad de los granos es un fenémeno complejo.
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Habitualmente se considera que la humedad relativa debe estar por debajo del
65% Yy el contenido en humedad del grano no debe superar el 14% para conseguir
una conservacion adecuada (Pixtén, 1982). Tras ser cosechados, los granos
tienen un porcentaje alto de humedad y es conveniente secarlos antes de su
almacenamiento. Se ha reportado que con una humedad inferior al 14% muchas
especies de insectos son incapaces de desarrollarse sobre los granos. Plagas
como Sitophilus, son incapaces de ovipositar en granos con un contenido de

humedad inferior al 10% (Birch, 1958).

Existe también el uso de feromonas, que en el caso de plagas de coledpteros
tipicos de almacén (Cryptolestes spp, Oryzaephilus spp, Rhizopertha spp.,
Sitophilus spp. o Tribolium spp.) los adultos son muy longevos, y se alimentan
activamente del sustrato atacado. Estas estrategias vitales se corresponden con
dos sistemas de comunicacidon quimica (Burkholder, 1982). Esta especie los
machos producen una feromona de agregacion que atrae tanto a hembras como

a otros machos a una zona determinada.
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2.3 SISTEMA DE ESTUDIO

Clasificacién taxondmica y descripcion de Tagetes lucida

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Orden: Asterales

Familia: Asteraceae

Género: Tagetes

Especie: Tagetes lucida Cav.

Fotografia obtenida en:

http://iwww.bio.utexas.edu/courses/bio406d/images/pics/ast/Tagetes_lucida.htm

a) Tagetes lucida

Tagetes lucida es una hierba perenne que crece en bosques nativos, conocida
comunmente como Pericon o Santa Maria (Rzedowski, 2001). Esta especie
aromatica ha sido usada tradicionalmente en diferentes aplicaciones terapéuticas,
por sus propiedades antibacterianas, antifingicas y antioxidantes (Céspedes et al.,
2006), incluso nematicida ( Siddiqui y Alam, 1988). T. lucida es una planta ruderal

en areas de montafia y en terreno agricolas, crece en vegetacion secundaria en
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bosques de pino, pino-encino y tropicales caducifolios (Neher, 1996; Turner, 1996;
Villarreal, 2003); es erecta, herbacea, perenne, con una altura de 30 hasta 100
cm, hojas simples sésiles, cabezuelas en corimbos, flores liguladas amarillo claro
o amarillo anaranjado, olor dulce de aroma anisado al estrujarse (Turner, 1996;
Villarreal, 2003; SEMARNAT, 2006). Prospera en altitudes de 800 a 2700 msnm,
(Turner, 1996; Villarreal), aunque Neher (1966) sefiala el intervalo de 1500 hasta
4100 msnm, que incluye desde México hasta Centro América. Se le conoce como
Pericon, aunque tiene otros nombres: flor de Santa Maria, yerbanis, anisillo,
coronilla, hierba de las nubes, falso hipericon, hierba afiil, periquilla, yitapericod,
curucumis, curucumin, tzitziqui, nana uarhi (purépecha), guia laga-zaa (zapoteco),
baschigoko (tarahumara), cuauhiyautli-zacayahucti-yiauhtli (nahuatl) (Villarreal,
2003; SEMARNAT, 2006). Se usa como pigmento amarillo para tefiir telas;
saborizante anisado en bebidas y licores; condimento de elotes y chayotes
hervidos; té; sahumar en casos de sustos y espanto; ramillete ceremonial y
alimento forrajero para ganado y aves de traspatio. Su uso medicinal se extiende
a 25 padecimientos, utilizado como humo, cataplasma y té (SEMARNAT, 2006).
Se ha sugerido que esta actividad biologica estd en funcién de su composicién
guimica: compuestos fendlicos y terpenos que varian segun el genotipo, medio
ambiente y condiciones agronémicas en las que crece (Bakkali et al., 2008). La
composicion quimica de T. lucida ha sido estudiada en diferentes trabajos, que
incluyen: extractos de maceracion y aceite esencial extraido por hidrodestilacién
(Bicchi et al., 1997). Se ha reportado como sus componentes principales anetol,
metileugenol y estragol (Bicchi et al., 1997). Se ha sugerido que los extractos

hexanicos de capullos de clavo de olor, cuyo contenido es principalmente eugenol
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(Guenther, 1950), tienen efecto toxico en Sitophilus zeamais y Tribolium
castaneum, y que pueden reducir su fecundidad (Ho et al., 1994). Obeng-Ofori y
Reichmuth (1997) también reportan que el eugenol puede ser toxico para las
cuatro especies de coledpteros de productos almacenados: S. zeamais, S.
granarius, T. castaneum y Prostephanus truncatus. Isoeugenol, otro de los
componentes del aceite esencial de T. lucida, y aceite esencial de nuez moscada
(Guenther, 1950), ha mostrado tener actividad toxica y antialimentaria contra S.
zeamais y T. castaneum (Huang et al., 1997). El metil-eugenol, ha mostrado tener
actividad antialimentaria contra las larvas de Pieris rapae crucivora L. (Yano y
Kamimura, 1993). Sin embargo, aun se desconoce el efecto de estos compuestos

en mezclas.

b) Sitophilus zeamais

Nombre comun: Gorgojo del maiz
Phylum: Arthropoda

Clase: Insecta

Orden: Coleoptera

Familia: Curculionidae
Subfamilia: Dryophthoridae
Género: Sitophilus

Especie: Sitophilus zeamais

Fotografia obtenida en:
en:http://keys.lucidcentral.org/keys/v3/eafrinet/maize_pests/key/maize_pests/Media/Html/Sitophilus_zeamais_Motschulsky_

1855_-_Maize_Weevil.htm
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Es un gorgojo de aproximadamente 5 mm de longitud, de color pardo negruzco,
cuya cabeza se proyecta en forma de pico (Bergvinson. 2007). Su cabeza esta
proyectada en forma de trompa con antenas acodadas en forma de maza. El
protérax esta densamente cubierto de presiones circulares tiene alas y vuela con
gran facilidad, sus élitros presentan cuatro manchas de color amarillento. La
distribucion de S. zeamais es mundial, aunque afecta principalmente a las
zonas tropicales y subtropicales himedas, también se le encuentra en zonas
templadas, especialmente en los lugares donde se cultiva el maiz. Se
considera una plaga primaria porque los adultos son capaces de perforar los
granos y sus larvas se desarrollan en el interior del grano, principalmente
cereales, tanto en el campo como en almacén. Los dafios se inician cuando la
hembra perfora el grano para ovipositar, posteriormente las larvas forman surcos
en el endospermo para alimentarse pasando por un estadio de pupa y cuando se
convierten en adultos perforan el grano y salen al medio ambiente, para iniciar su
nueva infestaciéon (Bergvinson, 2007). Una sola hembra puede poner de 300 a
400 huevos durante su vida. Los adultos pueden vivir de 5 a 8 meses. Se
producen entre 6 y 7 generaciones por afio dependiendo de las condiciones
climaticas. El adulto y la larva dafian los granos, éstos quedan totalmente
perforados y ya no son aptos para el consumo, perdiendo peso y poder
germinativo. Los adultos poseen habitos voladores, por esta razén comienzan su
ataque en el campo, continuandolo durante el almacenaje. S. zeamais es el
principal responsable de las infestaciones que preceden a la cosecha, debido a

gue su tendencia a volar es mayor en esta especie (Fleitas 2007).
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.3. HIPOTESIS

El aceite esencial de Tagetes lucida tiene efecto antagonista contra Sitophilus

zeamais.
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4. OBJETIVOS
4.1 OBJETIVOS GENERAL.

Determinar si el aceite esencial de Tagetes lucida tiene efectos antagonistas

contra Sitophilus zeamais.
4.2 Objetivos especificos

e Obtener aceite esencial de Tagetes lucida por arrastre de vapor.

e Caracterizar quimicamente el aceite esencial de Tagetes lucida por
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas.

e Evaluar el aceite esencial de Tagetes lucida como bioplaguicida y como

repelente contra Sitophilus zeamais.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Colecta de Tagetes lucida

Tagetes lucida se colecté en los meses de septiembre y octubre de 2012 en la
localidad de Capula, Michoacan (101°23'36" de longitud oeste y 19°40'25" de
latitud norte a 2100 msnm). El ejemplar de referencia sera depositado en el

herbario de la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo.

5.2 Extraccion del aceite esencial

La extraccién del aceite esencial de las hojas frescas de T. lucida, se realiz6 por
medio de una destilacion por arrastre de vapor de agua en una autoclave marca
Paragon modificada, donde se depositaron 4 kg de hoja fresca en su interior a
una temperatura de 100°C (Rios, 2010). A la autoclave modificada en una de las
vélvulas de escape se le adapto el sistema de intercambiador de calor como
condensador y un embudo de separacién con 20 ml de hexano para recoger el
agua condensada de la destilacion. Posteriormente se filtr6 la muestra para
eliminar impurezas a través de sulfato de sodio aproximadamente una pisca. La
cantidad de aceite esencial total que se obtuvo después de haber realizado la
destilacion fue de 20 ml y se dejé en el refrigerador a -4°C para que no se
volatilizara la muestra. Los compuestos hidrofébicos de la planta quedaron

disueltos en el hexano (Rios, 2010).
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5.3 Anélisis quimico del aceite esencial de Tagetes lucida

El aceite esencial de T. lucida se analizé en un cromatografo de gases (Agilent
6890) acoplado a un detector selectivo de masas (Agilent MS 5973N). Se
inyectaron 0.5 pL, con division (split 60:1) a una temperatura de inyector
220°C, usando helio como gas acarreador (8.84 psi) con flujo constante de 64.4
mL/min. La temperatura programada del horno: inicio 60°C por 5 minutos,
después aumenté 5°C/min hasta llegar a 200°C, para finalmente aumentar
25°C/min hasta llegar a 300°C. Las condiciones usadas en el detector selectivo
de masas fueron: velocidad de flujo de 1 mL/min, voltaje de ionizacién a 70 eV,
temperatura de la interfase de 280°C, modo SCAN, e intervalo de masas de 35-
500 m/z.

Los compuestos se identificaron por comparacion de espectros de masas, con
inyeccion de estandares e indices Kovats. La comparacion de espectros de masas
se hizo manualmente con los espectros de masas de la Biblioteca National
Institute of Standars and Technology (NIST02), aceptando la identificacion de
compuestos puros con mas del 90% de concordancia. Los estandares comerciales
(Sigma Aldrich) que se inyectaron fueron: estragol y metil eugenol. Los indices
Kovats se calcularon inyectando dos series de alcanos (Cs-Czo0 y C21-Cao)
obtenidas comercialmente (Sigma Aldrich), en las mismas condiciones en las que

se analiz6 el aceite, aplicando la siguiente formula:

indice Kovats = [TR compuesto — TR n] * (100*z) + (100*n)

TRN-TRn
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Donde TRn es el tiempo de retencion del hidrocarburo eluido antes del compuesto
desconocido; TRN es el tiempo de retencién del hidrocarburo eluido después del
compuesto desconocido; n es el nimero de carbonos del compuesto eluido antes
que el compuesto desconocido y z la diferencia de atomos de carbono entre
ambos hidrocarburos. Los indices calculados (Tabla 1) fueron comparados con los
reportados en el literatura (Adams, 2007). La concentracién de cada compuesto en

la muestra se calcul6 con el método de area y se reporté en porcentaje (Tabla 1).

5.4 Cria de Sitophilus zeamais

Se utilizaron adultos de S. zeamais, de una cria mantenida en condiciones
controladas de 25+ 2°C de temperatura. El cultivo de S. zeamais se realiz6 con 4
kg maiz comercial adquirido en Morelia, Michoacan. Este maiz se limpié con un
tamiz de No. 10 con una apertura de 17.3 mm y se esterilizo refrigerandolo a -4°C
por 48 horas. Posteriormente se colocaron 200 insectos adultos no sexados en un
frasco esterilizado de un litro con 750 g de maiz estéril. Esta cria se mantuvo a
temperatura ambiente durante 15 dias para favorecer la reproduccion de los
gorgojos. Después de este periodo de oviposicion los adultos fueron extraidos y
los frascos con maiz fueron mantenidos a 25+ 2°C de temperatura y tres semanas
después se obtuvo la primera generacion de insectos adultos conocida como F1.
Posteriormente se realizé la limpieza de maiz cada 24 horas, para la cual se utilizd
un tamiz de No. 10 (malla de 17.3 mm) en la que se agregaba una cierta cantidad
de maiz, y se agitaba vigorosamente aproximadamente durante dos minutos para
obtener los insectos que se utilizaron en los experimentos. Posteriormente se

realizé el sexado de los insectos para realizar el bioensayo de olfatometria. La
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diferenciacion de sexos se realiz6 mediante el criterio de Halstead (1963): el
rostrum del macho es de menor longitud, mas ancho y rugoso que el de la hembra
que tiene el rostrum mas liso y delgado. Para obtener a los insectos no apareados
se revisaba cada 24 horas si ya habian emergido, posteriormente fue separado
insecto por insecto y fue colocado en frascos diferentes hasta determinar el sexo

de cada insecto.

5.5 Bioensayo de Fumigacion

La fumigacion de insectos se hizo con papel filtro impregnado de aceite esencial
de T. lucida en frascos ambar de 8 mL. Se impregné un disco de papel filtro con
2 cm? de didmetro con diferentes concentraciones de aceite esencial de T. lucida a
concentraciones (0.18, 0.37, 0.75, 1.5, 3.12, 6.25 y 12.5 pL/mL aire), el control
(hexano) y un testigo. Este papel filtro se coloco en la tapa de un vial ambar de 8
mL en el cual se depositaron 5 insectos adultos de la misma edad. Cada
tratamiento se repitid 10 veces, por lo que se trabajé con un total de 450 insectos
adultos. La mortalidad se evalu6 cada 24 horas durante 7 dias donde se extrajeron
todos los insectos y se cuantificaron los vivos y muertos para determinar el
porcentaje de mortalidad. Se consider6 muerto a todo insecto que no se movid
ante la aplicacion de un estimulo fisico, que fue con el toque de una pinza. (FAO,
1980). Los resultados obtenidos se realiz6 mediante analisis probit para corroborar
si el aceite de T. lucida causaba efecto toxico sobre Sitophilus zeamais y se

evaluo hasta las 96 horas de exposicion.
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5.6 Ensayos de olfatometria

Para evaluar la respuesta de adultos de S. zeamais al aceite esencial de T.
lucida utilizamos un olfatometro de dos vias o en forma de "Y". Los brazos son
camaras de vidrio sellados con conectores y mangueras de silicon que transportan
aire limpio. Cada olfatbmetro estaba conectado en un extremo a un medidor de
flujo por medio de mangueras de silicona con un didmetro interior de 9mm. En el
otro extremo cada via esta conectada a una pipeta Pasteur con un papel filtro de
1lcm? impregnado de la sustancia a evaluar, y en el otro, a un matraz Erlenmeyer
de 125 mL con 100 mL de agua destilada para humedecer el aire. Los
olfatdbmetros se lavaron con acetona y se secaron en el horno de secado 24 horas
antes de realizar la prueba. Se usaron dos olfatbmetros. El cuerpo del olfatdbmetro
mide 10 cm y la longitud de cada brazo es de 10 cm con un didmetro interno de 1
cm. El ensayo se realizé en un cuarto obscuro y con un par de lamparas de luz
fluorescente de 55 W, cada brazo se conecto a un flujo regulado de aire de 60
mL/min a una distancia de 30 cm del olfatbmetro, sostenidas por dos soportes

universales (Fig. 1).
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Figura. 1. Bioensayo de olfatometria de dos vias.

La respuesta de S. zeamais al aceite esencial de T. lucida se midié en adultos
sexados que se mantuvieron en ayunas por 24 horas. Inicialmente se realiz6 un
ensayo con 5 insectos, probando su preferencia/rechazo Unicamente con vacio
para asegurarse que el insecto no tuviera preferencia por alguno de los brazos.
Posteriormente, se procedié a realizar la prueba de olfatometria con el aceite
esencial de T. lucida, con un olfatbmetro de dos vias o “Y”, conectando cada brazo
a un flujo regulado de aire de 60 ml/min a una distancia de 30 cm del olfatometro.
Se utilizaron dos fuentes de olor (aceite esencial y hexano) en el papel filtro
colocado en el extremo de cada brazo. Se evaluaron cinco dosis (0.5, 1, 2,4y 8
ML) que se aplicaron al papel filtro con jeringas Hamilton de 1 y 10 pL. Para cada
medicién se observo el comportamiento del insecto durante 5 minutos en la que se
observo que las hembras elegian mas rapido, a diferencia de los machos que eran
indecisos pues se quedaron caminando en el cuerpo del olfatometro. Se realizaron

30 repeticiones por concentracion, con un total de 150 hembras y 150 machos.
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Los olfatometros se cambiaron aleatoriamente después de 5 repeticiones,
cambiando de posicion tanto la muestra (aceite esencial) como el control (hexano)
para asegurarse la respuesta del insecto. Después de cada 5 repeticiones los
olfatometros se lavaron con acetona y posteriormente se secaron en la estufa
antes de volver a usarlos. Se realizé una prueba binomial para saber si hubo
diferencia significativa. Se realizaron pruebas comparando la respuesta de
Tagetes lucida contra hexano y aire limpio, hexano contra aire limpio solo en

hembras y a concentraciones altas de hexano.

QUIMICOFARMACOBIOLOGIA Pagina 32




6. RESULTADOS

La cantidad de aceite esencial obtenido fue de 20 mL partir de 4 kg de planta. El
andlisis de su composicion quimica de T. lucida indica que sus componentes
mayoritarios son metileugenol y estragol, pues los dos constituyen el 93% del

aceite (Tabla 1).

Tabla. 1. Composicién quimica del aceite esencial de Tagetes lucida obtenida por
cromatografia de gases-masas. Solo se incluyeron los componentes con

concentraciéon mayor al 0.19%. TR= Tiempo de Retencién IK= indice Kovat,.

TR COMPUESTO % IK
CHj C]H2 992
ch)\/\/‘vc"'z
6.06 B-mirceno 2.3
HsC — N CH,4 1048
P CHj
H,C
7.36 B-cis-Ocimeno 1.3
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Fig. 2. Compuestos mayoritarios de Tagetes lucida: 1. B-mirceno, 2. f-ocimeno, 3. B-
linalol, 4. estragol, 5. acetato de geranilo, 6. metileugenol, 7. B-cariofileno, 8.

Efectos insecticidas del aceite esencial por fumigacién

Los resultados obtenidos en fumigacion muestran que al aumentar el tiempo de
exposicion de S. zeamais al aceite esencial, disminuye la cantidad de aceite
necesaria para matar el 95 % de la poblacion. Para el aceite de T. lucida, a las 72

horas después de su aplicacion, las CLso y CLgs fueron de 6.35y 40.32 uL/ml de
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aire, respectivamente. A las 96 h de aplicacion, las CLso Y CLos fueron de 1.83y

7.32 pL/ml, respectivamente (Tabla 2).

Tabla 2. Andlisis probit de la mortalidad de Sitophilus zeamais fumigado con

vapores de aceite esencial deTagetes lucida.

Tiempo | Pendiente | Intercepto Intervalo de
(horas) +SE +SE LC50 LC90 95% C.L x*
24 1.60 +0.24 | -3.04+0.36 78.83 | 495.75 57.35 +128.99 1.56
pL/ml pL/ml
48 2.38+0.50 | -3.13+0.73 20.81 | 72 yL/ml --- 6.84
pL/ml
72 159+0.21 |-1.28+0.23 6.35 40.32 4.44+ 8.52 3.76
pL/ml pL/ml
96 2.13+4.02 | -0.56 +0.26 1.83 7.32 1.09+ 2.48 0.54
pL/ml pL/ml
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Fig. 3. Porcentaje de supervivencia de Sitophilus zeamais a la fumigacion con

aceite esencial de Tagetes lucida
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Ensayos de olfatometria
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Fig.4. Efecto de repelencia de Tagetes lucida en hembras y machos adultos de
Sitophilus zeamais. NE indica no eleccion y * indica la concentracion donde la

diferencia entre tratamientos fue significativa.

El resultado obtenido del ensayo de olfatometria, de T. lucida contra hexano, se
encontré que al aumentar la concentracion del aceite esencial se observé una
respuesta diferencial entre hembras y machos: Se realiz6 la prueba binomial para
comprobar concentracién por concentracion si hubo diferencia significativa en
hembras y machos. Se encontré que las concentracion de 1 uL en machos y 4 uL
en hembras, eran repelentes (Fig. 3). Sin embargo, cuando se realiz6 la prueba de
chi cuadrada para comparar las respuestas a todas las concentraciones tanto en
hembras como en machos no hubo repelencia o atraccidon consistente (hembras,

X2=4.394, g.l. =4, p = 0.355; machos, X? =2.198, g.l. =4, p = 0.699).
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Fig. 5. Efecto de repelencia de Tagetes lucida en hembras y machos adultos de
Sitophilus zeamais. El tratamiento testigo fue aire limpio. NE indica no eleccién y *

indica la concentracion donde la diferencia entre tratamientos fue significativa

El ensayo de olfatometria de Tagetes lucida con aire limpio se realizd para
corroborar si Tagetes lucida es repelente o no al gorgojo de maiz, se aplico la
prueba binomial en hembras y machos. S6lo en hembras se encontré una
diferencia significativa en la concentracion de 8uL. Cabe mencionar que se realizé
una prueba de aire limpio contra hexano, con so6lo en hembras, en una
concentracion de 0.43 y 0.86 pL/cm? Se observd que el hexano en estas
concentraciones ensayadas causaba repelencia al insecto con un 35 % por lo que

se concluye que el aceite de T. lucida es repelente para las hembras a la
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concentracion ensayada de 8 pL/cm? (0.86uL hexano presente en el aceite). Pero

parte de la repelencia se debe al hexano que contenia.
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7. DISCUSION

Los compuestos mayoritarios de Tagetes lucida fueron metil-eugenol (62.1%) y
estragol (31.2%), compuestos que previamente se habian detectado en Tagetes

(Marotti et al., 2004; Ogunwande y Olawore, 2006; Moghaddam et al., 2007).

En Tagetes lucida colectado en Capula, Michoacan, se encontraron ocho
compuestos, siendo mayoritarios estragol, y metileugenol, ambos contituyendo un
93% del aceite. Esta composicién es similar a la reportada para T. lucida colectada
en Nuevo San Juan Parangaricutiro, Michoacan, México donde los compuestos
mayoritarios fueron metil eugenol (64%) y estragol (29.4%) (Fulgencio-Negrete,
2013). En contraste, el andlisis de esta especie colectada en Costa Rica,
determind treinta compuestos, resultando mayoritario (95-97%) el metil-chavicol
(estragol) (Ciccio 2004). Mufioz et al. Encontraron en Colombia alto contenido de
estragol en flores (93%) y hojas (93%) de T. lucida fue cercano al reportado por
Ciccio 2004 (95 y 97%, respectivamente).

La composicién quimica de los aceites esenciales varia dependiendo de la
ubicacion geogréfica, época de colecta y la forma de extraccion de la planta, un
ejemplo de ello son los resultados de las muestras de Costa Rica difieren de los
obtenidos previamente de plantas que crecen en México (Guzman y Manjarrez,
1962) donde metileugenol asciende a 80% y estragol sélo el 12%. Todos estos
resultados de composicion quimica contrastante sugieren que T. lucida
probablemente tiene al menos dos quimiotipos. Habria que realizar un andlisis
sistematico de la composicion de T. lucida a lo largo de su amplia distribucién

geografica. La consideracion de estas diferencias es importante cuando se hacen
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los ensayos para utilizar la planta de la misma especie proveniente de diferentes
regiones, pues en general se ha reportado que el efecto insecticida de los aceites
esenciales depende de su composicion quimica (Sampson et al., 2005; Nerio et

al., 2009; Samir et al., 2009; Long et al., 2010).

7.1 OHfatemetriaREPELENCIA.

Los adultos de S. zeamais, son capaces de detectar aceites esenciales a través
del olfato, evitandolos cuando tienen oportunidad de escoger (Jayasekara et al.,
2005). El efecto repelente es una propiedad relevante a ser considerada al
momento de escoger un aceite esencial para el control de plagas de granos
almacenados. De modo general, cuanto mayor es la repelencia, menor sera la
infestacion, resultando en la reduccion o supresion de la oviposicion y
consecuentemente, del nimero de insectos emergidos. Por ejemplo, Serrato et al.
(2003) evaluaron mediante bioensayos en invernadero y campo el aceite esencial
extraido de Tagetes filifolia para controlar la mosquita blanca, logrando total
repelencia. Sin embargo, en el presente trabajo en el ensayo T. lucida contra
hexano no se pudo distinguir claramente el efecto repelente para Sitophilus
zeamais, porque el hexano tiene efecto repelente por si mismo y esto implicé que
se puso a competir dos cosas repelentes entre si. Esto fue contrastante con el
ensayo de T.lucida con aire limpio, donde se encontr6 repelencia contra las
hembras en la concentracion 8 pl/cm?. Por lo que se concluye que el aceite de T.
lucida es repelente para las hembras en la concentracion de 8 pl/cm? (0.86ul

hexano), aunque parte de la repelencia se debe al hexano que contenia el aceite.
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7.2 Bieensaye-de-fumigacion

El efecto fumigante del aceite de Tagetes lucida puede explicarse por los
compuestos mayoritarios que contiene y posiblemente de los efectos de la
combinaciéon de los mismos. Los compuestos mayoritarios de T lucida, metil-
eugenol y estragol han sido reportados como téxicos para Sitophilus zeamais . Un
extracto de capullos de clavo de olor en hexano con alto contenido de eugenol
mostré un efecto de toxicidad por contacto, en S. zeamais y Tribolium castaneum,
con cinco a seis diluciones en serie de eugenol (12-35%) (Guenther, 1950).

Obeng-Ofori y Reichmuth (1997) también informaron que el eugenol a

concentraciones 1, 3, 5y 10 yl/ml de contacto era tdxico para las cuatro especies
de coledpteros de productos almacenados, a saber, S. zeamais, S. granarius, T.
castaneum y Prostephanus truncatus. El metileugenol, un analogo de eugenol
extraido de Artemisia capillaris Thunb., tiene actividad antialimentaria a
concentraciones de peso corporal para insectos para las larvas de Pieris rapae

crucivora L. (Yano y Kamimura, 1993).

Se ha reportado que los compuestos mayoritarios de T. lucida tienen efecto toxico
en insectos adultos de S. zeamais y T. castaneum por contacto, principalmente el
eugenol (Obeng-Ofori y Reichmuth 1997). En bioensayos de aplicacion topica, el
eugenol a LDso 31mg/mg puede causar una mortalidad similar en insectos adultos
de S. zeamais y T. castaneum (Ho, et al. 1994). Los ensayos reportados fueron

por contacto y por aplicacién topica, y lo que se realizé en este ensayo fue por
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fumigacion en la que se encontrd los mismos resultados teniendo un efecto téxico
contra Sitophilus zeamais.

No hay estudios reportados sobre los efectos combinados de los compuestos
puros presentes en T. lucida, sin embargo los compuestos de metileugenol,
eugenol e isoeugenol combinados con Deltametrina insecticida de la familia de
piretroides la toxicidad de contacto ensayado en T. castenum y S. zeamais se
increment6 de dosis subletales a letales. Por otro lado la combinacién de timol y
carvacrol y eugenol eran sinérgicamente activa contra Escherichia coli. Ya que
los metabolitos secundarios no acttan solos sino en mezclas (Garcia-Rodriguez et
al., 2012), probablemente la mezcla de compuestos presentes en el aceite
esencial de T lucida contribuyeron al efecto toxico que se observé en este trabajo,
pues los componentes del aceite ya han sido reportados como tdxicos para S.

zeamais (Morales et al., 2007; Martinez 2003; Marin et al., 2007).

Los estudios que reportan efecto insecticida con volatiles por exposicion en S.
zeamais, muestran que las concentraciones letales de algunos aceites esenciales
son muy bajas. Huang et al, 2000 reportaron una CLso= de 0.063 pyL/mL de los
compuestos volatiles de Lippia origanoides, mientras que Long et al., (2010)
reportaron para adultos de S. zeamais una ClLso = de 0.29 pyL/mL del aceite de
Artemisia mongolica por ensayos de fumigacién. Pimienta Ramirez (2011) reporté
que el aceite esencial de E. glabratum, por ensayo de fumigacion, tiene efecto
insecticida para los adultos de S. zeamais con una CLso de = 18.0 y una CLgs= de

72.0. pL /mL.
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Los resultados obtenidos en fumigacion con Tagetes lucida se evaluaron hasta las
96 horas de exposicion hacia S. zeamais obteniendo una CLso de = 1.83 y una
CLes=de 7.32 yL/mL y en la que se demostré que a mayor tiempo de exposicion el
aceite esencial de T. lucida muestra una actividad insecticida hacia S. zeamais y

por ende a mayor concentraciéon se muestra mayor mortalidad en menor tiempo.

Este estudio mostr6 que el aceite esencial de T. lucida como insecticida se
considera viable ya que observamos una ClLso = 1.83 pL/mL no muy elevada
comparada con la que reporto Pimienta Ramirez (2011) una CLso = 18.0 yL/mL
con E. glabratum. Lo obtenido en T. lucida por fumigacion se aproxima a lo
reportado por Long et al., (2010), una CLso = 0.29 pL/mL del aceite de Artemisia
mongolica

Las concentraciones del aceite esencial de T. lucida usadas en este trabajo
pueden tener un uso potencial para fumigar a S. zeamais, debido a que hubo
mortalidad en concentraciones bajas y en un corto periodo de tiempo. Ademas, no
se ha reportado que esta planta sea téxica para humanos a pesar de su amplio
uso. Es de interés mencionar que el estragol o metil-chavicol es un componente
comun de varias plantas aromaticas utilizadas como aditivos alimentarios como el
anis, albahaca, hinojo, tarragén y aguacate criollo. Un estudio en ratones revel6
que el metil-chavicol es un carcinégeno genotoxico después de la exposicion
cronica o en dosis superiores a 0,05 mg/kg. (De Vincenzi et al. 2000). Sin embargo
la toxicidad del estragol se puede eliminar con relativa rapidez del organismo
humano, por lo que el uso de T. lucida cantidades bajas 0 como especia aromatica

no debe suponer un riesgo para la salud.
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No se sabe si el aceite de T. lucida afecta a la germinacién de las semillas
de maiz, por lo que habria que hacer los experimentos correspondientes. Por lo
pronto podria ser usado como fumigante para semillas de maiz destinadas al
consumo. Sin embargo el uso del aceite esencial de T. lucida tendria que
evaluarse en campo.

De acuerdo al rendimiento de aceite esencial obtenido en este trabajo (XX
mL/kg), para extraer una cantidad suficiente de aceite para ser utilizada como
método de control de S. zeamais, seria necesaria una cantidad considerable de la
planta. Por ejemplo, para eliminar por fumigacién al 50% y 95 % de la poblacién
presente en un recipiente de 200 kg serian necesarios destilar 26 kg y 104 kg de
la parte aérea de T. lucida en un periodo de 4 y 13 dias para obtener 130 ml y 520
ml de aceite, respectivamente.

Estos resultados indican que, ya que esta maleza es muy abundante, el trabajo
para la recoleccion de las hojas, extraccion del aceite y la cantidad de aceite
requerido para erradicar esta plaga seria viable para el método de control para
productores con acceso a poblaciones grandes de T. lucida. Sin embargo el
acceso a una autoclave y otros insumos como el hexano es limitaria el
aprovechamiento de la especie como bioinsecticida para pequefios productores.
Pero se pueden disefiar destiladores poco costosos y ensayar otras sustancias
hidr6fobas (como aceite comestible) para mejorar la recoleccion del aceite

esencial.
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8. CONCLUSION

La hipotesis planteada con los resultados obtenidos se demuestra que la
composicion quimica de Tagetes lucida metileugenol y estragol tiene actividad

insecticida sobre Sitophilus zeamais.

Las propiedades insecticidas de Tagetes lucida a concentraciones elevadas de

6.25y 12.5 pl/mL aire causan mayor mortalidad a Sitophilus zeamais.

El aumento del tiempo de exposicion, aumenta el efecto téxico del aceite esencial
de Tagetes lucida, es decir que se requiere de menor concentracion para matar el

mismo numero de insectos.
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