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Bioactividad de extractos de hojas de Aloysia polystachya
(Verbenaceae) en larvas y adultos de Tribolium castaneum Herbst
(Coleoptera:Tenebrionidae)

F. S. GUTIERREZ, N. STEEANAllI, A. P. MURRAY, A. A. FERRERO

Se evaluó la bioactividad de extractos hexánico y etanólico de hojas de Aloisya polys-
tachya (Verbenaceae) en larvas y adultos de Tribolium castaneum Herbst (Coleoptera:
Tenebrionidae). La actividad repelente en larvas de 25 días se registró a las 24 h. Para
ambos extractos, el Índice de Repelencia aumentó con la concentración observándose
una repelencia del 60% para el extracto hexánico a la mayor dosis evaluada. Se obtuvo
buena actividad repelente en adultos, con valores de repelencia por encima del 60% para
ambos extractos a todas las concentraciones. Los extractos etanólicos y hexánicos de A.
polystachra presentaron actividad fagodiduasiva leve tanto en larvas como en adultos.
En larvas se registraron alteraciones en los Índices Nutricionales solo con el extracto
hexánico observándose reducción de la Tasa de Crecimiento Relativa a las concentra-
ciones de 3 y 6 mg/disco y en la Tasa Relativa de Consumo a la mayor concentración.
En cuanto a los adultos, el extracto etanolico produjo una reducción de la Tasa Relativa
de Consumo a las concentraciones de 0,75; 3 y 6 mg/disco. Solamente se registro acti-
vidad fumigante en larvas con el extracto etanólico a la mayor dosis.
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INTRODUCCIÓN

La problemática medioambiental asocia-
da a la utilización de insecticidas sintéticos
frecuentemente utilizados en la agricultura
condujo a la intensificación de los esfuerzos
para encontrar alternativas seguras, efectivas
y viables. En este contexto los insecticidas
naturales se imponen como una alternativa
menos tóxica para el hombre, de fácil biode-
gradabilidad, y convenientes para ser utiliza-
dos por pequeños agricultores. Los insectici-
das de origen vegetal se han utilizado por

productores en pequeña escala en África
como protectores de productos almacenados
(HASSANALI et al. 1990: POSWAL y AKPA

1991; BABA TIERTO 1992; PARH et al. 1998).
T. castaneum es una de las plagas clave en

grano almacenado en los puertos de Argenti-
na (DEscAmPs et al. 2004), que se controlan
exclusivamente mediante insecticidas de sín-
tesis en forma intensiva y extensiva (CASA-
FE, 2004).

Aloysia polystachya es un arbusto de
hojas aromáticas, distribuido en regiones
subtropicales de América del Sur. principal-
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mente Paraguay y Argentina (MORA et (1l.
2005). Es utilizada en la medicina popular
para tratar desordenes gastrointestinales
como nauseas, vómitos y gastritis (MARTÍ-
NEZ CROVETO, 1981) y también COMO sedati-
vo (GONZÁLEZ TORRES, 1996). Como parte
de un programa de búsqueda de compuestos
naturales bioactivos para el control de insec-
tos plaga de grano almacenado, en el presen-
te trabajo se evaluó la bioactividad de extrac-
tos hexánico y etanólico de hojas de A.
polystachya en larvas y adultos de T. casta-
neum.

MATERIAL Y MÉTODOS

Material Vegetal
El material vegetal fue recolectado duran-

te la época estival en las localidades de
Lamarque y Pomona, Provincia de Río
Negro, Argentina.

Obtención de los extractos
Los extractos polares y no polares de las

hojas de A. polistachya se obtuvieron por
maceración (extracción en frío) del material
vegetal fresco. La muestra de material vege-
tal (273.1 g) se extrajo sucesivamente con
hexano (1000 ml) y etanol (1000 m1). Los
solventes orgánicos fueron evaporados a pre-
sión reducida y se obtuvieron los extractos
hexánico y etanólico con rendimientos del
1.32% y 4.03%, respectivamente. Estos
extractos se almacenaron a 5°C hasta el
momento de su utilización.

Insectos
Todos los experimentos se realizaron en

el laboratorio, utilizando crías sincronizadas
de T. castaneum originadas a partir de ejem-
plares sin historia de control químico, obte-
nidas de la Cátedra de Terapéutica Vegetal de
la Facultad de Agronomía de la Universidad
Nacional de la Plata, Argentina (cepa sus-
ceptible U.L.P). Todos los insectos fueron
mantenidos en condiciones fijas de tempera-
tura y humedad relativa ambiente (25°C y
70% de humedad relativa) y fotoperíodo
12L:120. Los ejemplares se alimentaron con

una mezcla de trigo, levadura y leche en
polvo (13:1:1).

Bioensayos
Actividad repelente en larvas
Se determinó a través de bioensayos de

"impregnación de dieta", (PASCUAL VILLA-
LOBOS 1998). En cajas de Petri de 9 cm de
diámetro se identificaron 3 sectores. En uno
se colocaron 2 g de dieta tratada con 2 ml de
hexano o etanol como control. La zona cen-
tral se dejó libre. En la zona restante se colo-
caron 2g de dieta tratada con 2 ml de la solu-
ciones de los extractos hexánicos o etanóli-
cos de hojas de A. polystachya a las concen-
traciones de 7.5, 30 y 60% (p/v). El solvente
se dejó evaporar durante 24 h antes de expo-
ner a las larvas. Se realizaron 3 réplicas. A
las 24 h de iniciado el ensayo se contó el
número de insectos hallados sobre cada sec-
tor. Se calculó un Índice de Repelencia I.R=
(C — T)/(C + T) x 100 siendo C= n" de larvas
en la dieta control y T= n" de larvas en la
dieta tratada. Valores positivos de IR indican
repelencia y valores negativos atractancia.
Los datos obtenidos fueron analizados
mediante ANOVA y prueba de comparación
de medias DMS.

Actividad repelente en adultos
Se utilizó una arena experimental forma-

da por una caja central conectada por cilin-
dros a cuatro cajas distribuidas simétrica-
mente alrededor de la primera. En dos cajas
se colocaron 4 g de dieta tratada con 4 ml de
soluciones hexánicas o etanólicas de hojas
de A. polystachya a las concentraciones de
7.5, 30 y 60% (p/v). En las dos restantes, se
colocaron 4 g de dieta impregnada con 4 ml
de hexano o etanol (control). En la central se
liberaron 40 adultos no sexados de T. casta-
neum y la evaluación del ensayo se realizó
24 h después. Se calculó el Índice de Prefe-
rencia como I.P.=-(% de insectos en la dieta
tratada)—(% de insectos en dieta no trata-
da)/(% de insectos en dieta tratada)+(% de
insectos en dieta no tratada) donde I.P: -1.00
a -0.10 indica planta repelente; I.P: -0.10 a
+0.10 planta neutra e I.P: +0.10 a +1.00
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planta atractante (DE OLIVEIRA PROCÓPIO et
al. 2003). Se realizaron tres réplicas para
cada experimento.

Índices nutricionales y actividad fago-
disuasiva de los extractos en larvas y
adultos

Se prepararon discos de harina (HUANG et
al, 2000). Partes alícuotas de 200 Id de una
suspensión de harina en agua (10 g en 50 ml)
se colocaron en placas de plástico para formar
los discos que se dejaron secar en una cámara
a 25°C y 60/70% de HR durante toda la noche.
Los discos se pesaron registrándose valores
entre 70 y 78 mg. Para determinar el efecto
antialimentario se prepararon soluciones hexá-
nicas o etanólicas a las concentraciones de
0,75, 15, 3 y 6 mg/disco con las que se trata-
ron discos de harina de trigo, que se pesaron y
se colocaron en recipientes separados. Se pre-
paró un grupo control con discos sin tratar. En
cada recipiente se colocaron 10 insectos pre-
viamente pesados en una balanza marca
OHAUS AP2108 (210g x 0,Img). Luego de
incubarlos durante 72 horas en condiciones
controladas, se registró el peso de los discos, la
mortalidad y el peso de los insectos vivos. Se
realizaron cinco réplicas. Se calcularon los
Indices Nutricionales: Tasa de Crecimiento
Relativa (TCR). (A —B)/(B x día) donde
A=peso de los insectos vivos al tercer día /n"
de insectos vivos al tercer día. B= peso origi-
nal de los insectos /n" total de insectos; Tasa
Relativa de Consumo (TRC)= D/(B x día),
donde D= biomasa ingerida (mg)/n" de insec-
tos vivos al tercer día; Eficiencia de Conver-
sión del Alimento Ingerido (ECAI) (%).
(TCR/TRC) x IDO y el Índice Fagodisuasivo
(IF) (%). [(C — T)/C1 x 100, donde C =consu-
mo de los discos en el control (mg) y T= con-
sumo de los discos tratados (mg). Los datos
obtenidos se analizaron mediante análisis de la
varianza (ANOVA), previa normalización por
Vx y prueba de comparación de medias
(DMS) (Zar, 1999).

Actividad fumigante en larvas y adultos
Tiras de papel de filtro de 3 x 4 cm se

impregnaron con 1 ml de solución hexánica

o etanólica de hojas de A. polystachya. Des-
pués de la evaporación del solvente durante
5 minutos, los papeles de filtro tratados se
colocaron en el fondo de un frasco de vidrio
de 500 ml (TRIPATHI et al. 2002). Se utiliza-
ron 10 larvas de 25 días o 10 adultos no
sexados de 3 a 4 días de edad, que se colo-
caron en pequeños viales de vidrio de 5 cm
de alto por 3 cm de diámetro abiertos en
ambos extremos y cubiertos por una tela
mellada conteniendo medio de cultivo. Cada
vial se colgó con hilo de metal en el centro
geométrico del frasco, éste fue sellado her-
méticamente con una tapa. A las 72 h se
registró la mortalidad. El parámetro consi-
derado en ambos casos fue la CL50 expre-
sada en mg/1 de aire utilizando un programa
Microprobit 3.0

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Los resultados obtenidos muestran que
los extractos hexánico y etanólico de hojas
de A. polystachya presentaron efecto repe-
lente en larvas a todas las concentraciones
(Cuatro 1). PASCUAL VILLALOBOS (1998)
observó altos índices de repelencia para
larvas de 25 días de T. castaneum con
extractos acetónicos de hojas de Caléndula
arvenis L. (Compositae) y de hojas y frutos
de C. officinalis incorporados a la dieta en
una concentración de 0,05% (p v- 1 ). La
misma autora en colaboración con ROBLE-
DO ( 1998; 1999), siguiendo la misma meto-
dología, determinaron que los extractos
polares y no polares de cuatro plantas del
Mediterráneo y del sur de España mostra-
ron actividad repelente en larvas de T. cas-
taneum. En nuestro estudio además, se
observó que el efecto repelente incrementó
con la concentración. El Índice de Repe-
lencia para el extracto etanolico fue menor
que el Índice de Repelencia para el extrac-
to hexánico, a la mayor concentración.
Estos resultados podrían ser atribuidos a
que ciertos metabolitos secundarios con
actividad biológica estarían mayormente
representados en el extracto menos polar
COMO sugieren HERNANDEZ, el al. (1999)
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Cuadro 1. Actividad repelente en larvas de 25 días de T. castaneum causada por los extractos hexanico y
etanólico de A. polystachya a diferentes concentraciones por el método de impregnación de dieta.

Extracto Concentración %
(p/v) IR( %± ES2)

7.5 33.33a±1.76

Etanol 30 33 .30a±0 .17

60 44 .66a±0 .12

7.5 26 .67a±0 .17

Hexano 20a±0 .17

60 60a±0.11

a Los valores son las medias sin transformar ± ES. Valores seguidos por la misma letra no difieren significativamente
(DMS, p> 0.05).

donde evalúan la bioactividad de extractos
crudos de Vitex trifolia (Vervenaceae).

Cuando se evaluó la actividad repelente
en adultos a través del Índice de Preferen-
cia, se registraron valores altos de IP a
todas las concentraciones y para ambos
extractos, siendo nuevamente mayores los
valores registrados para el extracto hexáni-
co (Cuadro 2). En adultos de T. castaneum,
Ho et 'al. (1997), evaluando el efecto de
extractos polares y apolares de 17 plantas,
hallaron que los extractos no polares resul-
taron en general más repelentes que los
extractos polares. Novo eta!. (1997) desta-
caron el efecto repelente de extractos clo-
rofórmicos de Artemisia verlotorum
Lamotte (Compositae) y de Chenopodium
ambrosioides L. (Chenopodiaceae), de
extractos etanólicos de Larrea divaricata
CAV. (Zygophyllaceae) y Xitnena america-
na L. (Olacaceae).

La actividad fagodisuasiva medida en el
laboratorio es una prueba de no preferencia
que se realiza en un periodo corto de tiem-
po (0mAR et al. 2007). Los extractos etanó-
licos y hexánicos de hojas de A. polystach-
ya presentaron actividad fagodiduasiva leve
tanto en larvas como en adultos (Cuadro 3 y
4). DANIEWSKI, et.al (1988) encontraron que
ciertos constituyentes de Reichardia tingi-
tana L. (Compositae) produjeron actividad
antialimentaria tanto en adultos de T. confu-
sum como en larvas de Trogoderma grana-
rium. L'u et al. (2007), hallaron importan-
tes efectos antialimentarios en Sitophylus
zeamais y en T. castaneum tratando discos
de harina con extractos hexánico y etanóli-
co de hierbas medicinales chinas a una con-
centración de 500 ppm.

El extracto etanólico de hojas de A. polys-
tachya, produjo alteraciones de los Índices
Nutricionales en larvas. Se redujo la TCR a

Cuadro 2 Actividad repelente en adultos de T. castaneum causada por los extractos hexanico y etanólico
de A. polystachya a diferentes concentraciones.

Extracto
Concentración c7o

(p/v)
Índice de Preferencial

IP
Repelencia

Etanol

7.5 -0.80 80.8

30 -0.58 67.4

60 -0.769 76.9

Hexano

7.5 100

30 100

60 100

1 I.P 1,00 a —0,10 repelente: I.P: -0,10 a +0,10 neutro: I.P: +0.10 a +1,00 atractante



1F4
(%)

ECAI3
(%) 

75.32a

182.5a

67.59a

60.20a

64.I 5a

77.9a

80.14a

69.19a

7I.45a

102.39a

-7.61

-10

26.14

40.92

6.46

-46.15

2.83

33.06

TRC2
(mg/mg/d)

0.653a

0.395a

0.584a

0.652a

0.607a

0.528b

0.55b

0.57b

0.48b

0.304a

Extracto

Etanol

Hexano

TCR1
(mg/mg/d)

0.456a

0.411a

0.387a

0.373a

0.39a

0.414c

0.405c

0.384bc

0.34 1 ab

0.296a

Concentración
(mg/disco)

o
0.75

1.5

3

6

O

0.75

1.5

3

6
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Cuadro 3. Índices nutricionales y actividad fagodisuasiva en larvas de T. castaneum de los extractos hexanico y
etamílico de A. polystachya.

1: Tasa de Crecimiento Relativo; 2: Tasa Relativa de Consumo; 3: Eficiencia de Conversión del Alimento Ingerido;
4: Índice Fagodisuasivo. Distintas letras en una misma columna indican diferencias significativas (p < 0,05) entre
tratamientos y para cada extracto según ANOVA y DMS.

Cuadro 4. Índices nutricionales y actividad fagodisuasiva en adultos de T. castaneum de los extractos hexánico y
etanólico de A. polystachya.

Extracto
Concentración

(mg/disco)
TCR1

(mg/mg/d)
TRC2

(mg/mg/d)
ECAI3

(%) (%)

O 0.42 la 0.366b 117.58a

0.75 0.361a 0.213a 176.92a 38.30

Etanol 1.5 0.355a 0.31 I I 18.47a -11.11

3 0.334a 0.18 la 192.25a 48.58

6 0.31a 0.163a 271.46a 49.58

O 0.355a 0.297ab 124.8a

0.75 0.337a 0.251a 166.613 16.74

Hexano 1.5 0.326a 0.261a 109.72a -28.57

3 0.334a 0.279a 119.7a 10.19

6 0.334a 0.358b 94.87a -23.13

1: Tasa de Crecimiento Relativo; 2: Tasa Relativa de Consumo; 3: Eficiencia de Conversión del Alimento Ingerido;
4: Índice Fagodisuasivo. Distintas letras en una misma columna indican diferencias significativas (p < 0,05) entre
tratamientos y para cada extracto según ANOVA y DMS.

las concentraciones de 3 y 6 mg/disco y la
TRC a la mayor concentración evaluada
(Cuadro 3). En cuanto a los adultos, el
extracto etanolico produjo reducción de la
TRC a las concentraciones de 0,75; 3 y 6
mg/disco (Cuadro 4).

Se registró actividad fumigante en larvas
con el extracto etanólico de hojas de A.
polystachya a la mayor dosis, obteniéndose

un porcentaje de mortalidad del 67% (cua-
dro 5). En adultos ninguno de los extractos
produjo toxicidad (Cuadro 6). Esto último
estaría indicando que los adultos de T. cas-
taneum son más tolerantes a estos produc-
tos y en consecuencia se requerían mayores
concentraciones para lograr mortalidad o
bien tiempos de exposición más prolonga-
dos. Una situación de este tipo fue observa-
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Cuadro 5. Actividad fumigante en larvas de T. castaneum de los extractos hexánico y etanólico
de hojas A. polystachya

Cuadro 6. Actividad tinnigante en adultos de T. castaneum de los extractos hexánico y etanólico
de hojas A. polystachya

da por Sarn y TunÇ (1995), al evaluar el
efecto de los vapores de diferentes aceites
esenciales de semillas y frutos de distintas
plantas en T. confusum. Por otra parte, TRI-
PATHI et al. (2003) analizando la actividad
fumigante del d-limoneno, componente
mayoritario de Citrus sinensis, en larvas y
adultos de T. castaneum, observaron que en
los adultos, se requerían mayores concen-
traciones del producto para lograr similar
toxicidad.

En base a los resultados obtenidos, pode-
mos concluir que los extractos hexánicos y
etanólicos de hojas de A. polystachya podrí-
an ser utilizados como una alternativa de

control dentro de un programa de manejo
integrado de plagas de grano almace-nado.
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ABSTRACT

GUTIERREZ, F. S., N. STEFANAllI, A. P. MURRAY, A. A. FERRERO. 2008. Biological acti-
vity of hexanic and ethanolic extracts of Alovsia polystachya (Verbenaceae) against Tri-
bolium castaneum Herbst (Coleoptera, Tenebrionidae). Bol. San. Veg. Plagas, 34: 501-
508.
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Repellent, nutritional indices and feeding deterrent, and fumigant effect, of ethanolic
and hexanic extracts from leaves of Aloysia polystachya were evaluated against Tribo-
'aun castaneum Herbst larvae and adults.

Repellent activity was evaluated at twenty four hours in larvae. The Repellence índex
(R1) increased with concentration with both extracts. On adults, the extracts showed a
stronger repellence activity to al! concentration. Bioassays of Nutritional indices
demonstrated that both extracts had a weaker feeding deterrent action against T. casta-
neum larvae and adults. The hexanic extract reduced the growth rate at 3 and 6 mg/disk
and the relative consumption rate at 6 mg/disk on larvaes. The ethanolic extract reduced
the relative consumption rate at 0.75,3 and 6 mg/disk on adults. Fumigant toxicity was
observed only with ethanolic extract at 60 mg litro- l air on larvae.

Key words: red tlour beetle, repellency nutritional indices and feeding deterrence,
fumigant toxicity.
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