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Toxicidad de azadirona y 1,7 + 3,7-di-O-acetilhavanensina (4:1)
sobre adultos de Psyttalia concolor (Szépligeti) (Hym.: Braconidae)

N. ZApPATA, P. MEDINA, M. GONZALEZ, F. BUDIA, B. RODRIGUEZ, E. VINUELA

Se evalu la toxicidad de los de los limonoides azadirona (F12) y 1,7 + 3,7-di-O-ace-
tilhavanensina en proporcidn 4:1 (F18) en hembras del parasitoide P. concolor, median-
te dos tipos de ensayo: aplicacion tépica e ingestion en el agua de beber a 1000 mg i.a./1.
Para poder disolver correctamente los limonoides en agua fue preciso determinar pre-
viamente qué emulgente no era téxico para el parasitoide. De los tres evaluados, sapo-
ninas, Tween 20 y lauril sulfato de sodio al 0,1 y 1% en ensayo de ingestion, Tween 20
al 0,1% result6 el més apropiado. La mortalidad causada por las fracciones no superd el
12% en ningiin ensayo. La capacidad benéfica tampoco fue modificada. B
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INTRODUCCION

Las propiedades insecticidas o repelentes
de algunos extractos de plantas son conoci-
das desde antiguo, pero hasta hace poco
tiempo solo eran empleados fundamen-
talmente de manera artesanal para cultivos
de subsistencia en los paises menos desarro-
llados (CANARATE, 2002). Actualmente las
circunstancias han cambiado y existe una
enorme presién para incrementar su empleo
en todo tipo de agricultura ya que, en gene-
ral, se les considera menos téxicos que los
pesticidas de sintesis y ademds las plagas
tardan mds tiempo en desarrollar resistencia
debido a que los extractos estdn constituidos
por un grupo de ingredientes activos de
diversa naturaleza quimica (SILvA et al.,
2002).

Entre las sustancias de origen vegetal que
han mostrado potente actividad insecticida
actuando como reguladores del desarrollo y
antialimentarios se encuentran los limonoi-
des. Dentro de este grupo la azadiractina es
la mds conocida, ya que ha resultado efecti-
va contra numerosas plagas (SCHMUTTERER,
1990), pero también existen otros limonoi-
des eficaces en el control, como la azadirona
y la mezcla 1,7 + 3,7-di-O-acetilhavanensina
(4:1), compuestos aislados de semillas de
Trichilia havanensis Jacq. Este arbol crece
en gran parte de Centroamérica y desde hace
mucho tiempo algunos agricultores mexica-
nos usan sus frutos macerados para proteger
del ataque de insectos, aves y roedores las
semillas de maiz al momento de su siembra.
Estos limonoides han mostrado efectividad
contra lepidépteros noctuidos y coledpteros
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Figura 1. Frutos y semillas de Trichilia havanensis
Jacquin (Meliaceae)

(LOPEZ-OLGUIN, 1998; LoPEZ-OLGUIN et al.,
1998; ORTEGO et al., 1998).

Psyttalia concolor Szépligeti (Hymenop-
tera: Braconidae) es un parasitoide larvario-
pupal, endéfago de varios dipteros de la
familia Tephritidae y uno de los principales
agentes de control bioldgico de la mosca del
olivo Bactrocera oleae Gmelin. Su repro-
duccién en condiciones artificiales se ha
venido efectuado con éxito desde hace ya
varios afos sobre la mosca de la fruta Cerati-
tis capitata Wiedemann. Esto ha permitido
efectuar liberaciones controladas en olivares
mejorando el control biolégico (JIMENEZ,
1989). Es una especie muy sensible al efecto
de los plaguicidas (CrorT, 1990), lo que ha
llevado a pensar que seria una especie bioin-
dicadora muy adecuada para el estudio de
los efectos secundarios de los plaguicidas
(VINUELA et al., 2000),

Para proponer el empleo de los extractos
vegetales y fracciones de extractos como
alternativas viables para el manejo integra-
do de las plagas es necesario evaluar pre-
viamente su impacto en el medioambiente y
su efecto sobre las poblaciones de enemigos
naturales. Por esta razdn, el presente traba-
Jjo de investigacion ha tenido como objetivo
evaluar la toxicidad para el parasitoide P.
concolor de dos fracciones aceténicas obte-
nidas de semillas de T. havanensis que con-
tenian los limonoides azadirona y una mez-
cla en proporcién 4:1 de 1,7 + 3,7-di-O-

acetilhavanensina, aplicados via tépica e
ingestién.

MATERIAL Y METODOS

Insectos

En los ensayos se emplearon hembras de
P. concolor de edad inferior a 24 horas que
procedian de una cria a pequeiia escala man-
tenida en condiciones de laboratorio. Su
reproduccion se efectud sobre su huésped de
sustitucién C. capitata siguiendo el procedi-
miento descrito por JAacAs & VINUELA
(1994). La cria de los insectos y los experi-
mentos realizados fueron mantenidos bajo
condiciones controladas de temperatura
(25+2°C), humedad relativa (75+5%) y foto-
periodo (16:8 L:0). Para facilitar su manejo,
los insectos fueron anestesiados con frio
durante 3 minutos lo que permitia un margen
de manipulacién de 5 minutos.

Fracciones ensayadas

Se recolectaron semillas (Figura 1) de la
especie arbérea T. havanensis en el afio 2001
en Puebla (México). Tras una extraccion con
acetona y posterior cromatografia se separa-
ron dos fracciones que correspondian princi-
palmente (>95%) a los limonoides azadirona
(F12) y a una mezcla de 1,7 + 3,7-di-O-ace-
tilhavanensina en proporcion 4:1 (F18). Las
fracciones fueron obtenidas en el Laborato-
rio de Productos Naturales del Centro de
Quimica Orgdnica de Madrid, CSIC.

Bioensayos

Los experimentos se llevaron a cabo en
cajas de pldstico de 12 cm de didmetro por
5,5 ¢m de alto, con ventilacion en la cara
superior a través de una tela de visillo. Cada
una de estas unidades representd una repeti-
cién. En todos los experimentos se emplea-
ron 15 hembras de P. concolor de menos de
24 horas por cada réplica. A los insectos se
les proporciond alimento no tratado con-
sistente en una mezcla 4:1 de azicar molido
y levadura de cerveza depositada en un reci-
piente de plistico de 2 ml. El agua de beber,
o cuando correspondia, la solucién tratada,
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se les suministré por ascension capilar a tra-
vés de una mecha de bayeta que en su por-
cién inferior estaba contenida dentro de un
envase de vidrio de 10 ml cubierto con Para-
film.

Se estudié la mortalidad acumulada al ter-
cer y séptimo dia. Al tercer dia de iniciado el
tratamiento se extrajeron 2 hembras por cada
réplica que fueron individualizadas en cajas
acondicionadas para determinar capacidad
benéfica durante los cuatro dias siguientes,
seguin el método desarrollado por JACAS &
VINUELA (1994) y modificado por GONZALEZ
et al. (1996). En cada experimento se esta-
blecieron 4 repeticiones por tratamiento.

Para clasificar la toxicidad de las fraccio-
nes y emulgentes se siguié la escala de la
Organizacién Internacional para la Lucha
Biolégica (OILB) que, de acuerdo a la mag-
nitud de reduccién respecto al control, se
define por un nimero que va del 1 al 4, sien-
do 1= inocuo (reduccién <30%), 2= ligera-
mente téxico (reduccién 30-79%), 3= mode-
radamente téxico (reduccién 80-99%) y 4=
téxico (>99%) (HassAN, 1994).

Eleccion del emulgente

Para suministrar las fracciones por inges-
tién a través del agua de bebida fue necesa-
rio previamente asegurar una suspensién
estable. Para esto, ademds del disolvente
(acetonitrilo) era necesario incorporar un
emulgente que no fuera, en s{ mismo, téxico
para los insectos. Se eligieron una serie de
disolventes disponibles en el mercado como
Tween 20, saponinas y Lauril sulfato de
sodio. Se suministraron en el agua de bebida
al 0,1 y 1,0 % durante todo el experimento
ad libitum sin renovar las soluciones. Se
agregd un control que consistia solamente en
la administracién de agua.

Toxicidad de fracciones por ingestion

Las fracciones F12 y F18 fueron formula-
das junto con acetonitrilo al 1% y Tween 20
al 0,1%, dado que fue el emulgente menos
téxico. Los tratamientos consistieron en la
administracion ad libitum y en forma perma-
nente, a través del agua de bebida, de los for-

mulados a una concentracién de 1000 mg
i.aJ/l. Se agregd un testigo absoluto que con-
tenia solo agua y otro parcial que incluyé
acetonitrilo al 1%, Tween 20 al 0,1% y agua.

Toxicidad de fracciones por via tépica

Para la aplicacién tépica las fracciones
fueron disueltas en acetona a una concentra-
cién de 1000 mg i.a./l. A cada hembra se le
aplicé en el protérax una gota de 0,5 pl
mediante un microaplicador manual Arnold
(Burkard, UK). Se afiadié un control en el
cual se aplic6 solamente acetona. Una vez
tratadas las hembras fueron depositadas en
las cajas de pldstico descritas previamente
para su posterior seguimiento.

Andlisis estadistico

Los datos obtenidos en todos los experi-
mentos fueron sometidos a un andlisis de
varianza (ANOVA) y sus medias fueron
comparadas mediante el test estadistico LSD
con un nivel de confianza del 95 % (P<0,05)
utilizando el programa estadistico Statgrap-
hics (STSC, 1987).

RESULTADOS

Los emulgentes suministrados via inges-
tion a hembras de P. concolor presentaron
reducida toxicidad al tercer dia (Cuadro 1),
independientemente de la concentracién
aplicada. En ningiin tratamiento se alcanzé
el 15% de mortalidad. Todos los emulgentes

pudieron ser clasificados en categoria 1

segtin la OILB. En cambio, al séptimo dia de
tratamiento la mortalidad acumulada supera-
ba el 70% en todos los casos, con excepcion
de Tween 20 al 0,1% que no difirié del con-
trol (categorfa 1 OILB). El suministro de
saponinas al 1% y Lauril Sulfato de Sodio en
ambas concentraciones ocasioné una morta-
lidad superior al 95%.

En el cuadro 2 se observa la mortalidad al
tercer y séptimo dia de las hembras de P.
concolor cuando se sometieron a la ingestién
continua de los limonoides azadironay 1,7 +
3,7-di-O-acetilhavanensina, que en ningun
caso super6 el 12%. El suministro de limo-
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Cuadro 1. Efecto de diferentes emulgentes aplicados por ingestién sobre la mortalidad de hembras de P. conco-
lor menores de 24 horas de edad.

Dosis Mortalidad
Producto % Tercer dia Séptimo dia
% OILB! % OILB!
Control 50+ 32ab 183+32a
Saponinas 0,1 17+17a 1 71,7x17b 2
10 50+32a 1 983+17c¢ 3
Tween 20 0,1 33+x33ab 1 100+58a 1
10 133+72ab 1 733+128b 2
L.S.S. 0,1 133+4,7b 1 950+32¢c 3
10 30+19ab 1 100+£00c 4

Letras iguales en la misma columna indican que los valores no difieren significativamente entre si, segiin test
LSD (P = 0,05). L.S.S.: Lauril sulfato de sodio. 'Escala OILB: l=inocuo (<30%); 2= ligeramente téxico (30-79%);
3= moderadamente t6xico (80-99%); 4= téxico (>99%).

Cuadro 2.- Efecto de la aplicacién por ingestion en el agua de bebida de los limonoides azadirona (F12) y 1,7-di-
O-acetilhavanensina + 3,7-di-O-acetilhavanensina en proporcién 4:1 (F18) sobre la mortalidad y capacidad
benéfica de P. concolor. Las hembras tratadas eran menores de 24 horas de edad.

Dosis Mortalidad Capacidad benéfica Categoria
Producto mgi.aJl Tercer dia Séptimo dfa ~ Huéspedes atacados ~ Descendencia OILB3
% % % %
T. absoluto! 17+17 a 33+33a 756+113a 445+ 80 a
T. parcial? 6,727 a 117+17 a 957+13b 628+ 21 b 1
F12 1000 3333 a 50+32 a 89,1 +19ab 502+45 ab 1
F18 1000 33+x19 a 117432 a 850+26ab 482+59 ab 1

1Agua. 2Acetonitrilo (1%) + Tween 20 (0,1%). Letras iguales en la misma columna indican que los valores no difieren
significativamente entre si, segin test LSD (P = 0,05). 3Escala OILB: 1=inocuo (<30%); 2= ligeramente téxico (30-
79%); 3= moderadamente téxico (80-99%); 4= téxico (>99%).

noides por ingestién tampoco afect negati- da (Cuadro 3), ya que el porcentaje de hués-
vamente la capacidad benéfica del parasitoi- pedes atacados super6 el 70% y la descen-
de al compararla con el tratamiento control dencia estuvo en torno al 50%. Dado que los
(Cuadro 2), obteniéndose un porcentaje de compuestos aplicados de esta forma resulta-
huéspedes atacados superior al 75% y una ron inocuos pueden ser clasificados en la
descendencia del orden del 50%, lo que per- categoria 1 de la OILB.
mite clasificarlos aplicando los coeficientes
de reduccion de la capacidad benéfica adop- DISCUSION
tados por la OILB en la categoria 1, es decir
sin efecto t6éxico. Toxicidad de los emulgentes

Las hembras de P. concolor tratadas tépi- En este estudio se ha demostrado que
camente con azadirona y 1,7 + 3,7-di-O-ace- Lauril sulfato de sodio y saponinas aplicados
tilhavanensina registraron una mortalidad via ingestién al 1% son muy téxicos, cuando
acumulada muy reducida al tercer dia de tra- son ingeridos durante una semana por este
tamiento. Esta tendencia se mantuvo al sép- parasitoide ocasionando mortalidades sobre
timo dia y no super6 el 10% (Cuadro 3). La el 98%. Aun cuando la finalidad de evaluar

capacidad benéfica tampoco se vio disminui- la toxicidad de los emulgentes era seleccio-
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Cuadro 3.- Efecto de la aplicacién tépica de los limonoides azadirona (F12) y 1,7-di-O-acetilhavanensina + 3,7-
di-0O-acetilhavanensina en proporcién 4:1 (F18) sobre la mortalidad y capacidad benéfica de P. concolor . Las
hembras tratadas eran menores de 24 horas de edad.

Dosis Mortalidad Capacidad benéfica Categoria
Producto mgiall Tercer dia Séptimo dfa Huéspedes atacados ~ Descendencia OILB!
K4 % %
Control 3419 a 100+ 19 a 712+ 105 a 353+62 a
F12 1000 33+33 a 100+33a 870+36 a 51,7+39b 1
F18 1000 67+ 27 a 84+42 a 855+34 a 512+44b 1

Letras iguales en la misma columna indican que los valores no difieren significativamente entre sf, segtin test LSD (P = 0,05).
1Escala OILB: 1=inocuo (<30%); 2= ligeramente t6xico (30-79%); 3= moderadamente téxico (80-99%); 4= téxico (>99%).

nar el menos téxico y emplearlo en la for-
mulacién de los limonoides, es interesante
establecer la toxicidad de este tipo de com-
puestos sobre P. concolor ya que son amplia-
mente utilizados en la formulacién y aplica-
cién de los pesticidas en la agricultura para
mejorar su dispersion, penetracién y prolon-
gar la permanencia de numerosos compues-
tos aplicados sobre las plantas e insectos
(HassALL, 1982). Ademds, se sabe que algu-
nos de estos compuestos resultan tdéxicos
para las abejas (GOODWIN & MCBRYDIE,
2000) y otros insectos (PIPER & MAXWELL,
1971).

Entre los emulgentes evaluados, las saponi-
nas han demostrado tener por si solas propie-
dades insecticidas al 0,1% contra el diptero
Aedes aegypti, siendo consideradas larvicidas
naturales (PELAH et al., 2002). Lauril sulfato
de sodio también ha resultado efectivo contra
Culex pipiens (PIPER & MAXWELL, 1971).
Estos antecedentes concuerdan con la toxici-
dad que han manifestado en este estudio.

Toxicidad de las fracciones

En los experimentos efectuados, los limo-
noides azadirona y 1,7 + 3,7-di-O-acetilha-
vanensina resultaron ser inocuos para el
parasitoide P. concolor, sin importar cémo
fueron suministrados; no incrementaron la
mortalidad ni afectaron a su capacidad bené-
fica. En otros estudios desarrollados con el
fin de evaluar sus efectos secundarios tam-
poco han mostrado toxicidad, como se ha
observado en adultos del depredador Chry-
soperla carnea (Stephens) cuando fueron

aplicados por via tépica e ingestién (HUERTA
et al., 2003; 2004). De igual modo no se
observé ningiin efecto negativo en ninfas del
chinche depredador Podisus maculiventris
(Say) pasadas 72 horas de iniciado el trata-
miento por ingestion (datos no publicados).

La ausencia de toxicidad que presentaron
los limonoides aqui estudiados contrasta con
resultados encontrados para este mismo
parasitoide con la azadiractina, otro limonoi-
de que al ser suministrado en dosis de 48 mg
i.a./l por ingestién y en condiciones de labo-
ratorio afecté negativamente su capacidad
benefica y su longevidad (GONZALEZ &
VINUELA, 1997; VINUELA et al. 2000; 2001),
aunque resulté inocuo cuando se aplicé en
condiciones de semicampo (GONZALEZ,
1998).

Los resultados aqui obtenidos permiten
sefialar que los limonoides azadirona y la
mezcla de 1,7 + 3,7-di-O-acetilhavanensina
(4:1) son inocuos para el parasitoide P. con-
color, no siendo necesario realizar ensayos
de semicampo segin la recomendacién
OILB para el estudio de los efectos secunda-
rios de los plaguicidas.
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ABSTRACT

Zarata N., P. MEDINA, M. GONZALEZ, F. BuDIA, B. RODRIGUEZ, E. VINUELA. 2004.
Toxicity of azadirone and 1,7 + 3,7-di-O-acetilhavanensin (4:1) on Psyttalia concolor
(Szépligeti) adults (Hym.: Braconidae). Bol. San. Veg. Plagas,30: 783-789.

The toxicity of the limonoids azadirone (F12) and 1,7 + 3,7-di-O-acetilhavanensin in
proportion 4:1 (F18) was evaluated on P. concolor females. They were tested by both,
topical and ingestion exposure, at 1000 mg i.a./l. In order to dissolve limonoids in water
correctly, it was precise to select previously a non toxic surfactant. Of the three evalua-
ted by ingestion: saponins, Tween 20 and sodium lauryl sulphate at 0.1 and 1%, Tween
20 at 0.1% was the most appropriate. Neither mortality nor beneficial capacity were sig-

nificantly affected by the two limonoids assessed.

Key words: Psyttalia concolor, Trichilia havanensis, surfactants, limonoids, side-

effects.
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