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Repelencia, inhibicion del crecimiento y toxicidad
de extractos vegetales en larvas de Tribolium castaneum Herbst.

(Coleoptera: Tenebrionidae)

M. J. PASCUAL-VILLALOBOS

Se ha estudiado la actividad anti-insectos, en ensayos de laboratorio, de extractos

vegetales obtenidos a partir de especies de las familias Solanaceae y Compositae (gé-
nero Calendula), utilizando la plaga de almacén Tribolium castaneum (Coleoptera: Te-
nebrionidae).

Hojas, tallos, flores y frutos de C. officinalis produjeron repelencia en larvas, al ser
mezclados sus extractos en la dieta (dosis de 0,05%), si bien se apreciaron variaciones
en funcién de la procedencia del material vegetal. El mayor indice de repelencia fue el
de C. arvensis.

La incorporacién de extractos de solandceas a la dieta (dosis de 0,25%) ocasion6
una mortalidad superior al 50% en Whitania somnifera, Solanum dulcamara y Nicotia-
na tabacum, siendo superior al 70% en Nicotiana rustica. Por otra parte, los extractos
metandlicos de Solanum aviculare inhibieron el crecimiento de las larvas del insecto.

La aplicacién tépica de extractos (3 pg/larva) fue téxica al utilizar extractos meta-
nélicos de hojas de H. albus, N. rustica, S. nigrum y frutos de W. somnifera. Ademis,
los extractos apolares de partes acreas de otras especies, estre ellas Lycopersicum peru-
vianum, fueron toxicos por contacto para larvas.

Se discute sobre los compuestos que podrian ser responsables de las actividades ob-
tenidas, asi como otras propiedades medicinales y toxicas de las especies vegetales es-
tudiadas. Finalmente, se indican algunas acciones a emprender en la investigacién de
insecticidas de origen vegetal.

M. . PascuAL-VILLALOBOS: Consejerfa de Medio Ambiente, Agricultura y Agua,
CIDA, Estacién Sericicola, 30150 La Alberca, Murcia.

Palabras clave: Compositae, Solanaceae, Calendula, Hvosciamus, Lycopersicum,
Nicotiana, Solanum, Whitania, Tribolium castaneum, extractos vegetales, actividad

anti-insectos.

INTRODUCCION

La interaccién de los insectos con las
plantas ha dado lugar a una enorme variedad
de metabolitos secundarios con actividad in-
secticida y estas propiedades han sido utili-
zadas por el hombre desde tiempos remotos
para el control de plagas (YANG y CHANG,
1988).

En los tltimos afios, las empresas de fito-
sanitarios estdn prestando atencién a pro-
ductos de origen natural como fuente para el

desarrollo de nuevos insecticidas (ADDOR,
1995), si bien la diversidad en estructuras
quimicas asi como en el modo de accién
hacen este campo muy complejo.

Segin JERMY (1990) unas 2.000 espe-
cies vegetales poseen propiedades insecti-
cidas, a lo que habria que afiadir otras mu-
chas que permanecen todavia por ser estu-
diadas.

Las compuestas y las solanidceas son fa-
milias botanicas que tienen gran diversidad
quimica, lo que les confiere una ventaja
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adaptativa a distintos hdbitats. Ambas inclu-
yen importantes cultivos alimentarios pero
también especies insecticidas conocidas y
utilizadas desde antiguo como el tabaco (Ni-
cotiana tabacum) y el piretro (Tanacetum
cinerariifolium).

El género Calendula ha sido estudiado
por sus propiedades medicinales (DERKACK,
1987), siendo menos frecuentes las publica-
ciones sobre otras actividades. En las hojas
de las compuestas, se han determinado las
lactonas del tipo sesquiterpeno (ABDALLA,
1988). Los alcaloides, por otra parte, son
metabolitos secundarios propios de las sola-
néceas.

En este trabajo, se presentan los resulta-
dos de actividad insecticida de un grupo de
extractos vegetales. Para las compuestas se
ha evaluado la repelencia y para las solana-
ceas, la inhibicién del crecimiento y la toxi-
cidad en larvas de Tribolium castaneum que
es una importante plaga de los productos al-
macenados.

MATERIAL Y METODOS
Material vegetal

En el cuadro 1, se recopila el listado de
las especies estudiadas. El grupo incluye va-
rias especies y procedencias de caléndulas y
algunos géneros de solaniceas tales como:
Hyosciamus, Lycopersicum, Nicotiana, So-
lanum y Whitania (figura 1).

Todas las especies fueron obtenidas a par-
tir de muestras de semillas de bancos de ger-
moplasma que posteriormente se multiplica-
ron en el campo (figura 1) en la Finca «Esta-
cién Sericicola» perteneciente al Centro de
Investigacién y Desarrollo Agroalimentario
(La Alberca, Murcia) durante 1993-1994.

Las partes de las plantas correspondientes
(cuadro 1) se recogieron para ser congeladas
y liofilizadas. El material asi obtenido se tri-
turé, con un molinillo de café, hasta un ta-
mafio de particula de 1 mm y se almacend a
5 °C hasta su extraccion.

Cuadro 1.-Material vegetal

Familia Banco de germoplasma de origen Partes de las plantas
Especie y mimero de identificaciéon evaluadas
Compositae
Calendula arvensis USDA PI531287 hojas, flores y frutos
Calendula officinalis USDA PI545692 hojas, tallos, flores y frutos
Calendula officinalis Universidad Gottingen hojas, flores y frutos
Calendula officinalis Marburg Bot. Garden 1218-01 flores
Calendula officinalis Tiibingen Bot. Garden 250 hojas, flores y frutos
Calendula officinalis Bonn Bot. Garden hojas, flores y frutos

Calendula officinalis

Calendula officinalis CIDA, Murcia

Stockholm Bot. Garden

hojas, flores y frutos
hojas y flores

Calendula suffruticosa USDA PI348986 hojas y flores

Solanaceae

Hyosciamus albus ETSIA, Madrid hojas

Lycopersicum peruvianum USDA PI379015 parte aérea

Nicotiana rustica USDA PI555554 mezcla de hojas y tallos
Nicotiana tabacum USDA PI552660 hojas

Solanum aviculare USDA PI250921 parte aérea, hojas y frutos verdes
Solanum dulcamara ETSIA, Madrid parte aérea

Solanum dulcamara RBG Kew, 39084 parte aérea

Solanum nigrum
Whitania somnifera

RBG Kew, 78210
RBG Kew, 29245

mezcla hojas y tallos, frutos verdes
parte aérea, hojas, frutos verdes
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Preparacion de extractos

Cada muestra (1 g) de material vegetal
liofilizado y triturado fue extraida secuen-
cialmente con disolventes orginicos (10 ml)
de polaridad creciente a temperatura am-
biente (20 °C): 48h con hexano, 24h con
acetona y 48h con metanol al 50%. Todos
los extractos obtenidos se almacenaron a
5 °C hasta el momento de su utilizacién.

Insectos

Las larvas de las edades requeridas de
T. castaneum se obtuvieron a partir de crias
sincrénizadas mantenidas sobre dieta artifi-
cial, con harina blanca de trigo y levadura
de cerveza al 5%, a una temperatura cons-
tante de 30 °C y oscuridad, en un incubador.

Bioensayos
Repelencia

Los extractos acet6nicos de las especies de
Calendula se mezclaron con la dieta del in-
secto a dosis de 0,05%. Se plante6 un ensayo
de eleccidn, con 5 repeticiones, en donde se
ofrecia dieta tratada y sin tratar a 10 larvas,
de T. castaneum de 25 dias, soltadas en el
centro de una placa petri de pléstico (90 mm
de didmetro). Transcurridas 24 h se anotaba
el n.° de larvas distribuidas en cada montén
de dieta ofrecida. El indice de repelencia se
calculé como LR. = (C — T)/(C + T) x 100
siendo C = n.° de larvas en la dieta control y
T = n.° de larvas en la dieta tratada.

Inhibicién del crecimiento

Los extractos de las especies de solanéce-
as se mezclaron con la dieta del insecto a
dosis de 0,25%. Los extractos disueltos se
aplicaron inicialmente a una pequeiia canti-
dad de celulosa en polvo, para permitir la
evaporacién del disolvente, y después se

mezclaron en la cantidad adecuada de dieta.
El control contenia exclusivamente dieta y
celulosa al 10%. La unidad experimental era
un pequefio vial de vidrio de 4 ml con 100
mg de dieta correspondiente en donde se
afiadia una larva joven (10 dias) de 7. casta-
neum. Transcurridos 10 dias, se anotaba la
longitud de cada larva (con ayuda de una
lupa binocular), asi como la mortalidad pro-
ducida en cada tratamiento, para su compa-
racién con el control.

Toxicidad por aplicacion tépica

A larvas de 25 dias de T. casteneum, colo-
cadas individualmente en el interior de
tubos de ensayo sin tapar, se les aplic6 t6pi-
camente 3 pg/insecto de cada extracto (obte-
nido de las especies de solanaceas) utilizan-
do una micropipeta, en series de 10 repeti-
ciones. Se incluyeron controles con la apli-
cacién de los mismos volimenes pero sélo
de disolvente. Transcurridas 72 h se anot6 la
mortalidad obtenida.

Meétodos estadisticos

Para el ensayo de repelencia, ademds del
cdlculo del indice mencionado, se estimoé el
grado de actividad en funcién del n.° de re-
peticiones en las que se obtenian resultados
positivos (0-40-70-100%).

Para cuantificar la inhibicién del creci-
miento, se compararon los valores obtenidos
(para los tratamientos y el control) de la lon-
gitud (mm) de las larvas utilizando el test no
paramétrico U de Mann-Whitney. La morta-
lidad se expres6 como porcentaje.

RESULTADOS
Bioensayo de repelencia
En el cuadro 2 se resumen los resultados

obtenidos con los extractos de hojas, tallos,
flores y frutos de caléndulas.
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Fig. 1.-Especies vegetales:

a) Calendula officinalis
b) Calendula suffruticosa
¢) Hyosciamus albus

d) Nicotiana rustica

El indice de repelencia para larvas presenta
valores altos en el caso de las hojas y flores de
C. arvensis, los tallos de C. officinalis
(USDA), las hojas y frutos de C. officinalis
(Tiib) y los frutos de C. officinalis (Stoc), apre-
ciandose por tanto diferencias en los resultados
segin la procedencia del material vegetal.

Ademads de los casos ya mencionados y
aunque el valor del indice no fuera alto, se
obtuvo un grado importante de actividad (en
mas del 70% de las repeticiones las larvas
tendian a ser repelidas de la dieta tratada)

e) Hojas de Solanum aviculare
f) Frutos de S. aviculare

g) Solanum nigrum

h) Whitania somnifera

para las hojas de C. officinalis (Tiib), las
flores de C. officinalis (Bonn) y las hojas y
flores de C. officinalis (CIDA).

Bioensayo de inhibicion del crecimiento

La incorporacién de extractos vegetales a
la dieta de larvas a dosis de 0,25% produjo
mortalidad s6lo en algunos casos puntuales
(cuadro 3). Los extractos polares de N. rus-
tica inducen un 70% de mortalidad en com-
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Cuadro 2.-Repelencia en larvas (edad = 25 dias) de T. castaneum al incorporar a la dieta
extractos acetonicos de caléndulas a dosis de 0,05%

Especie (1) Parte planta 1(.;1;(52)) Actividad (3)

C. arvensis hojas 100 ++++
flores 44,5 ++
frutos 13,3 ++

C. officinalis USDA hojas —44.4 -
tallos 64 ++++
flores 11,1 +
frutos 24 ++

C. officinalis (G6t) hojas 0 +
flores -6,7 +
frutos 5,3 ++

C. officinalis (Mar) flores -133 ++

C. officinalis (Tiib) hojas 38,7 +++
flores 0 ++
frutos 53,3 ++++

C. officinalis (Bonn) hojas 13,3 ++
flores 20 +++
frutos 6,7 +

C. officinalis (Stoc) hojas 13,3 ++
flores —6,7 +
frutos 46,7 +++

C. officinalis (CIDA) hojas 26,7 +++
flores 26,7 +++

C. suffruticosa hojas 0 +
flores 334 ++

(1) Ver cuadro 1.
(2) Indice de repelencia LR. = (C - T)/(C + T) x 100

C =n.° larvas en el control; T = n.° larvas en el tratamiento.
(3) Grado de actividad: — ninguna; + actividad en el 0-40% de las repeticiones; ++ actividad en el 40-70% de las re-
peticiones; +++ actividad en el 70-100% de las repeticiones; ++++ actividad en el 100% de las repeticiones.

paracion al 40-60% de N. tabacum. La pro-
cedencia de ETSIA de S. dulcamara tiene
mayor actividad insecticida que la de Kew.
Extractos apolares de W. somnifera dan
lugar a una mortalidad superior al control.

Con respecto al crecimiento de las larvas
supervivientes (cuadro 3), el test U indica que
hay una inhibicién significativa del mismo
para los extractos metandlicos de hojas de S.
aviculare (P < 0,001) y de las partes aéreas de
S. dulcamara de Kew (P < 0,05).

Sin embargo, en otros casos, hubo una
clara tendencia (no significativa) inhibitoria
del crecimiento como en los extractos meta-
nélicos de L. peruvianum, S. dulcamara de
Kew y W. somnifera y en los extractos de
hexano de S. aviculare.

En algunos casos, la incorporacién de ex-
tractos a la dieta produjo un aumento de la
longitud de larvas, por ejemplo con los ex-
tractos apolares de N. rustica, N. tabacum,
L. peruvianum y H. albus.
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Cuadro 3.-Inhibicion del crecimiento de larvas (edad = 10 dias) de T. castaneum al incorporar
a la dieta extractos vegetales de solandceas a dosis de 0,25%

E " Parte Extracto 2 Longitud de las larvas (mm) (3)  Mortalidad (%)
specie cto
pece dela planta @7 C U@ T C
H. albus hojas H 5,9 4,9 8ns 30 20
A 5.8 4,6 15% 10 10
M 44 5,7 15ns 30 30
L. peruvianum parte aérea H 54 49 14 ns 20 20
A 4,5 4,6 345ns 20 10
M 4,1 5,7 6 ns 50 30
N. rustica tallos y hojas H 6,4 4.9 2% 20 20
A 6,1 4,6 - 70 10
M 6,0 5,7 - 70 30
N. tabacum hojas H 6,2 44 3,5ns 40 20
A 5,7 4,6 11* 40 10
M 6,0 5,7 14 ns 60 30
S. aviculare parte aérea H 3,7 3,7 53,5ns 0 25
A 4,0 3,7 36,5ns 25 25
M 44 4,2 25 ns 10 10
S. aviculare hojas H 39 3,7 45,5 ns 0 25
A 37 3,7 41 ns 8,3 25
M 33 42 Tokk 10 10
S. aviculare frutos verdes H 3,8 3,7 41 ns 16,7 25
A 39 3,7 43,5 ns 83 25
M 3,8 4,2 26 ns 0 10
S. dulcamara (ETSIA) parte aérea H 5,2 49 15ns 10 20
A 4,2 4,6 - 60 10
M 53 5,7 14 ns 50 30
S. dulcamara (Kew) parte aérea H 58 49 7,5 ns 40 20
A 47 4,6 - 30 10
M 3,8 5.7 7,0% 40 30
S. nigrum tallos y hojas H 3.9 3,7 36 ns 83 25
A 35 3,7 40,5 ns 0 25
M 4,0 42 325ns 10 10
S. nigrum frutos verdes H 3,7 3,7 53 ns 0 25
A 38 3,7 48,5 ns 8,3 25
M 39 42 37,5ns 0 10
W. somnifera parte aérea H 40 3,7 30 ns 0 25
A 35 3,7 42 ns 0 25
M 3,5 4,2 16,5ns 20 10
W. somnifera hojas H 34 3,7 225ns 41,7 25
A 38 3,7 58 ns 83 25
M 3,7 42 21 ns 10 10
W. somnifera frutos verdes H 3.8 3,7 44.5 8,3 25
A 35 3,7 29 ns 16,6 25
M 43 4,2 37,5ns 0 10

(1) Ver cuadro 1.

(2) Extractos obtenidos secuencialmente con hexano = H, acetona = A y metanol al 50% = M.

(3) Valores medios después de 10 dias, T = tratamiento y C = control.

(4) Test no paramétrico U de Mann-Whitney (si n < 5 U se omite): ns 0,05 < p, * 0,01 < p < 0,05, ** 0,001 <p < 0,01

y ¥** p < 0,001.
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Bioensayo de toxicidad por aplicacién
topica

La toxicidad por contacto en larvas se ma-
nifest6 para la mayoria de las especies vegeta-
les estudiadas (cuadro 4). En particular, para
los extractos metanélicos de hojas de
H. albus, N. rustica, S. nigrum y de frutos de
W. somnifera, con méas del 60% de mortalidad
si se aplican 3 pg/insecto. En segundo lugar,
los extractos menos polares de partes aéreas
de L. peruvianum, N. tabacum, S. dulcamara,
S. nigrum y W. somnifera y frutos de S. avicu-
lare y S. nigrum dan lugar al menos al 50%
de mortalidad para las dosis aplicadas.

DISCUSION

Segin RIVERA y OBON DE CASTRO
(1991), las especies de caléndula (figura 1: a
y b) y en particular C. officinalis, tienen im-
portantes usos: tisanas medicinales a partir
de flores, cosméticos del aceite de semilla,
colorantes, ornamentales etc. HARBORNE y
BAXTER (1997) indican que C. arvensis
contiene en sus partes aéreas una saponina
(arvenosida) que es antiinflamatoria.

Seria interesante, por su aplicacién practi-
ca, que estas especies pudieran ser utilizadas
como repelentes de insectos. Nuestros resul-
tados no permiten todavia esta afirmacion,
habria que comprobar ésta y otros tipos de
actividades con otras plagas agricolas. Las
calendulas tendrian la ventaja afiadida de no
ser especialmente téxicas para el hombre.

Las plantas pertenecientes a la familia So-
lanaceae se caracterizan por poseer alcaloi-
des, una de las toxinas vegetales mis conoci-
das. Desde antiguo se conoce que la nicotina
presente en hojas de N. tabacum es un insec-
ticida, si bien no se ha considerado la posibi-
lidad de utilizar otras especies de Nicotiana
con este fin. A este respecto SCHMELTZ
(1971) indicaba que los alcaloides propios
del tabaco son la nicotina, la nornicotina y la
anabasina pero que el tabaco silvestre (N.
rustica) contiene mayor cantidad de nicotina
que el tabaco (N. tabacum) y que podria cul-

tivarse para la extraccién de preparados in-
secticidas. De hecho en nuestros resultados,
se ha obtenido una mayor actividad para N.
rustica en comparacion a N. tabacum tanto
por contacto como por inhibicién del creci-
miento. Por otra parte, la anabasina se en-
cuentra en mayor cantidad en el 4rbol del ta-
baco (Nicotiana glauca) que en el propio ta-
baco, si bien hay otras fuentes mas importan-
tes de este alcaloide como es el caso de Ana-
basis aphylla (Chenopodiaceae). El modo de
acci6n de la nicotina es por contacto, causan-
do convulsiones y muerte del insecto, la prin-
cipal limitacién como insecticida es su toxi-
cidad para el hombre.

Popularmente es conocido que los frutos
de S. nigrum son mas venenosos que los de
S. dulcamara para el hombre. GRAINGE y
AHMED (1988) apuntan que estas especies y
S.aviculare tienen propiedades plaguicidas,
atribuidas a diversos alcaloides esteroideos
como la solasodina, solasonina, solanina y
solanidina. MORGAN y MANDAVA (1990)
indican que los alcaloides de solanidceas son
también deterrentes de la alimentacién de
insectos lo que puede explicar algunos de
los resultados que nosotros hemos obtenido.

Segin HARBORNE y BAXTER (1997),
W. somnifera contiene witaferina y witan6-
lidos con actividad antitumoral si bien tanto
esta especie como H. albus poseen ademds
propiedades narcético-sedativas. Ambas han
mostrado actividad en los experimentos
planteados en nuestro trabajo.

Las solandceas son una fuente rica de me-
tabolitos secundarios, principalmente alca-
loides, con propiedades insecticidas que
pueden ser usados de diversas maneras en la
proteccion vegetal. Una opcién es el cultivo
de estas especies para la obtencién de prepa-
rados insecticidas para agricultura ecoldgi-
ca. Otra, es la utilizacién de estas propieda-
des en mejora genética para la obtencién de
variedades de especies cultivadas (Solanum,
Lycopersicum, Capsicum, Nicotiana etc.)
con mayores contenidos en estos compues-
tos y que resulten mas resistentes a plagas,
reduciendose las aplicaciones de insectici-
das quimicos al cultivo.
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Cuadro 4.-Toxicidad en larvas (edad = 25 dias) de 7. castaneum por aplicacién tépica
de extractos vegetales de solaniceas a dosis de 3 pg/insecto

151

. Parte Mortalidad (%) (3)

Especie (1) dela planta Extracto (2) T C

H. albus hojas H 30 10
A 50 0

M 80 10

L. peruvianum parte aérea H 20 10
A 50 0

M 30 10

N. rustica tallos y hojas H 20 10
A 50 0

M 90 10

N. tabacum hojas H 50 10
A 50 0

M 40 10

S. aviculare parte aérea H 0 0
A 10 0

M 40 20

S. aviculare hojas H 0 0
A 30 0

M 60 20

S. aviculare frutos verdes H 60 0
A 20 0

M 50 20

S. dulcamara (ETSIA) parte aérea H 10 10
A 40 0

M 50 10

S. dulcamara (Kew) parte aérea H 10 10
A 60 0

M 50 10

S. nigrum tallos y hojas H 10 0
A 40 0

M 80 20

S. nigrum frutos verdes H 40 0
A 40 0

M 60 20

W. somnifera parte aérea H 30 0
A 70 0

M 70 20

W. somnifera hojas H 70 0
A 60 0

M 70 20

W. somnifera frutos verdes H 0 0
A 40 0

M 80 20

(1) Ver cuadro 1.
(2) Extractos obtenidos secuencialmente con hexano = H, acetona = A y metanol al 50% =M.
(3) T = tratamiento y C = control.
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La investigacién de insecticidas de origen
vegetal puede ser abordada desde diversos
frentes: 1) profundizar en los compuestos ac-
tivos responsables de la actividad en los ex-
tractos crudos, 2) estudiar el modo de accién
y los efectos sinérgicos de mezclas, 3) especi-
ficidad en el control de plagas diversas, 4) es-
tudios toxicolégicos etc. y en general otras ac-
tividades encaminadas a incrementar el rango
de productos actualmente disponibles para la
proteccién fitosanitaria en los sistemas de
produccién agricola integrada y ecoldgica.
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PASCUAL-VILLALOBOS, M. J., 1998: Repellency, growth inhibition and toxicity in
Tribolium castaneum Herbst. (Coleoptera: Tenebrionidae) larvae caused by plant ex-

tracts. Bol. San. Veg. Plagas, 24(1): 143-154.

Anti-insect activity of plant extracts from the families Solanaceae and Compositae
(genus Calendula) were studied in laboratory bioassays using larvae of the stored pro-

duct pest Tribolium castaneum (Coleoptera: Tenebrionidae).

Leaves, stems, flowers and fruits of C. officinalis induced larvae repellency when
the extracts were mixed in the diet at doses of 0,05% but variations were obtained de-
pending on accessions. Repellent index had the highest value for C. arvensis.

When Solanaceae extracts were mixed with the diet at doses of 0,25%, larvae mor-
tality was over 50% for Whitania somnifera, Solanum dulcamara and Nicotiana taba-
cum and over 70% for Nicotiana rustica. Besides, methanolic extracts of Solanum avi-

culare inhibited the growth of larvae.

Contact toxicity by topical application (3 pg/insect) of methanolic extracts of leaves
of H. albus, N. rustica, S. nigrum and of fruits of W. somnifera was produced. Although
in some cases, the application of non polar extracts of aerial parts of other species like

Lycopersicum peruvianum gave positive result.

A reference to the possible active compounds and other medicinal and toxic proper-
ties of the plant species studied is included. Finally, accions to undertake the research

on botanical insecticides are discussed.

Key words: Compositae, Solanaceae, Calendula, Hyosciamus, Lycopersicum, Ni-
cotiana, Solanum, Whitania, Tribolium castaneum, plant extracts, anti—insect activity.
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