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RESUMEN

El gusano harinero (Tenebrio molitor) es una especie cosmopolita que infesta
granos y productos almacenados, capaz de provocar pérdidas de hasta el 75 % de
estos productos. El manejo convencional de esta plaga consiste en la aplicacion de
fumigantes sintéticos, los cuales tienen repercusiones en la salud y el ambiente. Por
lo que, es necesaria la implementacion de alternativas para el manejo de esta plaga,
entre las que se encuentra el manejo botanico en la cual se emplean aceites
esenciales, asi como extractos acuosos y organicos de especies vegetales. Salvia
connivens es una planta endémica de México que, al igual que otras especies
vegetales, produce una variedad de metabolitos secundarios. Entre estos se
encuentran alcaloides, terpenoides, lactonas, saponinas, taninos y flavonas, que
son de interés debido a su potencial en el manejo de plagas. Por lo que, el objetivo
de este trabajo fue evaluar la actividad insecticida e insectistatica de los extractos
metandlico y diclorometanico de hojas de Salvia connivens contra larvas de T.
molitor. La actividad insecticida fue evaluada a través de la mortalidad generada con
el consumo de una dieta artificial adicionada con el extracto durante 30 d. Mientras
que, la actividad insectistatica se determiné mediante el registro de la ganancia de
peso larval a través de los 30 d de consumo de la dieta artificial adicionada con
extracto. Se identificd el compuesto mayoritario del extracto metandlico con mayor
actividad biologica mediante cromatografia de liquidos de alta presion (HPLC, por
sus siglas en inglés) y se evalud la actividad insecticida e insectistatica de este
compuesto en forma pura, de la misma manera en que se realizé con los extractos
organicos. El extracto metandlico presentd la mejor actividad insecticida contra
larvas de T. molitor, mostrando una CLso de 1857 ppm en solo siete dias de
exposicion a la ingesta de este extracto. Mientras que, el extracto de diclorometano
exhibié una actividad insecticida menor con un valor de CLso de 9367 ppm después
de 30 d. Sin embargo, presentd actividad insectistatica a una concentracion de
10000 ppm que se manifestd en una menor ganancia de peso (52 %) en
comparaciéon con la dieta control. Con respecto a la composicién del extracto
metandlico, el acido rosmarinico resultdé ser el compuesto predominante,
encontrado en una concentracion de 80.45 mg g-' de extracto. Sin embargo, a pesar
de ser el compuesto mayoritario, el acido rosmarinico no exhibié actividad
insecticida contra larvas de T. molitor, aunque si un efecto antialimentario al
provocar una menor ganancia de peso (20 %) con respecto a la dieta control.

Palabras clave: Gusano harinero; actividad antialimentaria; acido rosmarinico



ABSTRACT

The yellow mealworm (Tenebrio molitor) is a cosmopolitan species that attacks
stored grains. This pest can cause losses of up to 75 % of these products. The
conventional way to manage this pest is through the application of synthetic
fumigants. These products have negative impacts on human health and the
environment. Thus, alternatives to control this pest are needed such as botanical
management that employs essential oils, aqueous and organic extracts of plant
species. Salvia connivens is an endemic plant to Mexico that, like other plant
species, produces a variety of secondary metabolites. Among these are alkaloids,
terpenoids, lactones, saponins, tannins and flavones, which are remarkable for their
potential in pest management. Therefore, the aim of this study was to assess the
insecticidal and insectistatic activities of S. connivens leaf methanolic and
dichloromethane extracts against T. molitor larvae. The insecticidal activity was
evaluated through the mortality caused by consumption of an artificial diet with plant
extract during 30 d. On the other hand, the insectistatic activity of the extract was
determined through the recording of the larva weight gain during the 30 d of diet
consumption. The major compound in the methanolic extract was identified through
High-Performance Liquid Chromatography (HPLC) and its insecticidal and
insectistatic activities were assessed in the same manner as the organic extracts.
The methanolic extract showed the best insecticidal effect against T. molitor larvae,
showing an LCso of 1857 ppm at seven days of consumption of this extract. While
the dichloromethane extract exhibited a lower insecticidal activity with a LCs0 of 9367
ppm after 30 d of exposure. Yet, it showed an insectistatic effect at 10000 ppm with
a 52 % weight decrease compared to the control diet. Regarding the composition of
the methanolic extract, the rosmarinic acid was found to be the most abundant
compound with a concentration of 80.45 mg g-' of extract. However, despite being
the major compound of this extract, rosmarinic acid did not show insecticidal activity
against T. molitor. Instead, it exhibited an antifeedant effect, causing a lower weight
gain compared to the control group.

Keywords: Yellow mealworm; antifeedant activity; rosmarinic acid



1. INTRODUCCION

Los plaguicidas son una herramienta extensamente utilizada en la industria agricola
y alimenticia para proteger el alimento durante su proceso de cultivo, transporte y
almacenamiento. Sin embargo, la creciente necesidad de producir alimento, el
inevitable manejo de plagas y el uso indiscriminado de plaguicidas han ocasionado
que estos representen un problema ambiental. Estos contaminantes pueden llegar
a acumularse en los distintos compartimentos ambientales por diferentes vias de

movilizacion y deposicion en el entorno.

El almacenamiento de productos alimenticios, principalmente granos, representa
una medida de seguridad al promover la conservacion de alimento y reducir las
pérdidas postcosecha, garantizando seguridad alimentaria al proveer tanto a
poblaciones productoras como a no productoras y disponer de ellos en situaciones
de emergencia. Sin embargo, estas grandes cantidades de alimento se ven
comprometidas ante la infestacion de plagas que pueden ocasionar pérdidas de
hasta el 75%. Dentro de los principales insectos que se caracterizan por infestar
granos almacenados se encuentra T. molitor, especie que se encuentra distribuida

de manera internacional.

La manera convencional de manejar esta plaga es mediante el uso de insecticidas
sintéticos, los cuales ocasionan un impacto negativo en la salud humana, en el
ambiente y generar resistencia en los insectos que se busca controlar, razones por
la cual se busca una manera alternativa para su manejo. Compuestos que forman
parte del metabolismo secundario de diversas plantas pueden llegar a extraerse en
forma de aceites esenciales, extractos acuosos u organicos, los cuales han
demostrado tener actividad insecticida e incluso insectistatica contra plagas,
ademas de ser seguros y no afectar de manera negativa al ambiente. S. connivens
es una planta herbacea perenne nativa de México en la que se han reportado la

presencia de compuestos naturales como alcaloides, terpenoides, saponinas,

1



lactonas, taninos y flavonas, que resultan de interés en el manejo fitosanitario por
su actividad bioldgica en insectos. Por esta razon, este trabajo buscé evaluar la
actividad insecticida y/o insectistatica de los extractos metandlico y diclorometanico

de hojas de S. connivens contra T. molitor.



2. ANTECEDENTES

2.1.Contaminacioén por uso de plaguicidas

Los plaguicidas son agentes quimicos destinados para el control de especies que
infrinjan un dafo econdmico o pérdida sobre un producto de interés. Son utilizados
comunmente en la agricultura y ganaderia para proteger los alimentos de
infestaciones durante su cultivo, transporte y almacenamiento (Fang et al., 2020).
Estos productos agroquimicos han aportado de manera significativa a la seguridad
alimentaria, sin embargo, debido a su extensién y uso indiscriminado de uso han
generado un impacto negativo en el ambiente, principalmente en atmadsfera, suelo

y agua (Tang et al., 2021).

2.1.1. Contaminacion de aire

La contaminacion de aire por el uso de plaguicidas ocurre primordialmente por la
volatilizacion de estos. Este proceso puede ocurrir mediante la aplicacion directa de
fumigantes, evaporacion del agente quimico en fase liquida o en solucién acuosa,
la sublimacion de una fase sélida o desorcion de la matriz del suelo. Ademas, en el
momento de la aplicacién de estos productos en fase liquida mediante aspersion se
pierde hasta el 50 % de plaguicida, el cual es emitido directamente al aire (Galon et
al., 2021; Liu et al., 2021).

2.1.2. Contaminacion de suelo

La manera en que los plaguicidas consiguen alcanzar el suelo puede ocurrir de
distintas formas. Cuando los plaguicidas son aplicados en campo no son
aprovechados en su totalidad, depositdndose en el suelo alrededor del 50% de la

cantidad aplicada. En adicién a esto, la cantidad de producto que se encuentra



depositado sobre los érganos de las plantas se lavan con aguas pluviales y durante

el riego que posteriormente entran en el suelo (Schleiffer y Speiser, 2022).

2.1.3. Contaminacién de agua

Los plaguicidas pueden llegar a cuerpos de agua de varias maneras. Cuando estos
contaminantes se encuentran en el aire pueden recorrer grandes distancias por las
corrientes de aire y ser precipitados directamente sobre aguas superficiales
después de la deposicién atmosférica (Mamy et al., 2021). También es posible que
estos compuestos lleguen a aguas superficiales y subterraneas mediante

percolacion, infiltracién y aguas de escorrentia (de Souza et al., 2020).

2.2.Granos almacenados

El almacenamiento de alimentos es una medida de preservacién que consiste en el
confinamiento de granos y productos derivados en un espacio designado,
manteniendo asi sus caracteristicas organolépticas y su valor nutricional para su
consumo futuro (Afriyie et al., 2022). Los granos son los alimentos mas comunes de
almacenar en regiones tropicales y subtropicales, los cuales conservan para ser
utilizados como semilla para establecer nuevas plantaciones (Mobolade et al.,
2019). Se incluyen en granos a los cereales, legumbres y semillas oleaginosas
(Codina, 2022).

2.2.1. Importancia del almacenamiento de granos

El almacenamiento de granos forma parte fundamental de la seguridad alimentaria,

siendo esenciales para la alimentacion mundial. Los granos con mayor importancia



mundial son el maiz, trigo y arroz, siendo ademas la soya la semilla oleaginosa mas

producida (Mesterhazy, Olah y Popp, 2020).

Alrededor de la mitad de las calorias que se consumen en el mundo provienen
directamente de los cereales, razon por la cual son considerados como la fuente
mas importante de energia para la poblacion. En paises desarrollados, los cereales
proveen de aproximadamente el 30 % de la ingesta total de calorias. Por otro lado,
los paises en vias de desarrollo consumen cerca del 60 % de sus calorias en forma
de granos. Mientras que los paises menos desarrollados son los que dependen de
los granos en mayor cantidad, sobrepasando hasta el 80 % de su ingesta cal6rica

con este tipo de alimentos (Awika, 2011; Olugbire, Olorunfemi y Oke, 2021).

2.2.2. Enfermedades

Las bacterias y hongos son capaces de hospedarse en los granos causando
afecciones en estos, que pueden alterar su calidad. Sin embargo, los hongos son
los principales microorganismos que son objetivo de prevencién y control. Ademas
de ser fitopatdogenos, muchas especies de estos son productores de micotoxinas,
las cuales son de gran interés por contaminar los granos y volverlos inseguros para

su consumo animal y humano (Solanki et al., 2021).

Las micotoxinas mas comunes de encontrar en granos son las aflatoxinas,
ocratoxinas, fumonisinas, zearalenonas y deoxinivalenol. Aspergillus flavus y
Aspergillus parasiticus, son las principales especies conocidas por producir
aflatoxinas y contaminar granos almacenados. Por otra parte, las ocratoxinas son
originadas por especies de los géneros Aspergillus y Penicillium, tales como
Aspergillus ochraceus y Penicillium verrucosum, por mencionar algunas. Mientras
que las fumonisinas, zearalenonas y dioxinivalenol son producidas por especies del

Fusarium, principalmente Fusarium verticillioides, Fusarium roseum y Fusarium
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culmorum, (Mir et al., 2021). Estas sustancias pueden llegar a ser carcindgenas,
teratdbgenas, mutagénicas, neurotoxicas e inmunotéxicas, por mencionas algunas

afecciones (Matumba et al., 2021).

2.2.3. Plagas

Multiples plagas son capaces de afectar a los productos almacenados, siendo todos
de suma importancia al contar con la capacidad de generar grandes pérdidas. Entre
estas se encuentran principalmente aves, roedores y artropodos, entre los cuales

se destacan aracnidos e insectos.

2.2.3.1. Aves

Las aves son capaces de producir pérdidas que pueden rondar entre el 9y el 40 %
en el almacenamiento de granos, siendo responsables hasta del 9% de la pérdida
de granos a nivel mundial. Las especies que se relacionan con danos y pérdidas en
granos pertenecen a los géneros Columba (Columbiformes: Columbidae), Corvus
(Paseriformes: Corvidae), Acridotheres (Passeriformes: Sturnidae) y Passer

(Passeriformes: Passeridae), por mencionar algunos (Muhammad et al., 2023).

2.2.3.2. Roedores

Los roedores representan una gran fuente de contaminacion y pérdidas de granos

en postcosecha. Ademas, son responsables de su pérdida de calidad,

representando asi potenciales problemas de salud publica y seguridad alimentaria.

Algunas de las especies relacionadas al dafio en granos almacenados son la rata

negra (Rattus rattus), el raton doméstico (Mus musculus) y la rata africana

(Mastomys natalensis) (Rodentia: Muridae) (Edoh Ognakossan et al., 2018). Los
6



roedores son capaces de producir pérdidas de granos entre el 26 y 50 % durante el
almacenamiento (Edoh Ognakossan et al., 2016; Marid y Md-Jamshed, 2021).

2.2.3.3. Artrépodos

Los artropodos, que incluyen tanto a acaros como insectos, son considerados la
principal causa de pérdidas econdmicas de productos almacenados al consumir
enormes cantidades de granos contaminandolos con sus excretas y sus cadaveres
volviéndolos no aptos para el consumo humano y animal (Taha et al., 2019;

Ezeobiora, Kemabonta y Makanjuola, 2021).

Sin embargo, son los insectos el factor mas alarmante por su gran capacidad de
afectar granos almacenados. La infestacion de insectos en los almacenes tiene
origen mediante el transporte de estas plagas que invaden los campos de cereales
y llegan a los almacenes donde se confinan y reproducen, representando un gran
problema para la industria de productos almacenados llegando a presentar pérdidas
de 10% en paises desarrollados y de entre 35 hasta 75% en paises en vias de
desarrollo (Morrison et al., 2019; de Sousa et al., 2023).

Las plagas de insectos en granos almacenados se clasifican en dos grupos,
primarias y secundarias. Las plagas primarias son aquellas que se alimentan
directamente de granos en buen estado que no han sido roidos previamente.
Mientras que las secundarias se alimentan de los residuos de granos generados por

las plagas primarias (Johnson, 2020).

Entre las plagas primarias mas importantes se encuentran el gorgojo del arroz
(Sitophilus oryzae), el gorgojo del grano (Sitophilus granarius) (Coleoptera:
Curculionidae), el barrenador menor de los granos (Rhyzopertha dominica)
(Coleoptera: Bostrichidae) y el gorgojo del frijol (Callosobruchus chinensis)

(Coleoptera: Bruchidae). Mientras que, las plagas secundarias las comprenden
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especies como el gorgojo rojizo de los granos (Cryptolestes ferrugineus)
(Coleoptera: Cucujidae), el escarabajo dentado del grano (Oryzaephilus
surinamensis) (Coleoptera: Silvinidae), el gorgojo castafno de la harina (Tribolium
casteneum) y el gusano amarillo de la harina o también conocido como escarabajo
molinero (Tenebrio molitor) (Coleoptera: Tenebrionidae) (Kavallieratos et al., 2021;
Singh et al., 2021).

2.3. Tenebrio molitor

Tenebrio molitor, es una especie originaria de Europa que se encuentra distribuida
mundialmente (Mariod, Saeed Mirghani y Hussein, 2017; Vanderwel et al., 2017).
Este insecto forma parte de la familia Tenebrionidae (Véase Cuadro 1), siendo la
sexta familia con el mayor numero de especies del orden Coleoptera con un
aproximado de 20000 especies agrupadas en 2300 géneros (Cifuentes-Ruiz y
Zaragoza-Caballero, 2014; Nabozhenko, 2019).

Cuadro 1. Taxonomia de T. molitor (Schoch et al., 2020).

Dominio Eukarya
Reino Metazoa
Phylum Arthropoda
Clase Insecta
Orden Coleoptera
Familia Tenebrionidae
Género Tenebrio
Especie T. molitor

Esta especie es considerada como una plaga de suma importancia en productos



almacenados tales como granos de cereales, harinas y otros alimentos (Jankovic-
Tomanic et al., 2019; Rho y Lee, 2022).

2.3.1. Ciclo biolégico

El gusano harinero es un insecto que cuenta con metamorfosis completa, estando
su ciclo de vida dividido en cuatro etapas de crecimiento: huevo, larva, pupa y adulto
(Costa et al., 2020) (Véase Figura 1). La duracion del ciclo bioldégico de T. molitor
puede variar demasiado, presentando duraciones de 280 a 630 dias, relacionado
directamente a condiciones ambientales como la temperatura, el fotoperiodo,
humedad y la disponibilidad de alimento (Zotnierczyk y Szumny, 2021; Eberle et al.,
2022).

Adulto

Pupa

Figura 1. Ciclo biolégico de T. molitor (Canteri-de Souza et al., 2018).

2.3.2. Manejo mecanico

Una de las maneras de controlar las infestaciones de este insecto en las masas de
granos es mediante el ajuste de la temperatura en los lugares de almacenamiento.

Esto se logra ajustando la temperatura alrededor por debajo de los 20 °C que puede
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disminuir hasta los 15 °C, debido a que por debajo de 17 °C se limita el desarrollo

de los insectos) (Ziegler, Paraginski y Ferreira, 2021).

El uso de tierras diatomaceas también han demostrado ser una medida fisica
efectiva para el control de larvas y adultos de T. molitor. Estas tierras diatomaceas
afectan la cuticula del insecto, la cual desempefia la funcién de barrera fisica para
evitar la pérdida de agua de su cuerpo y servir de proteccion ante sustancias
dafiinas y corrosivas. Estas son mezcladas con los granos o depositadas
directamente sobre la superficie de las masas de cereales que, al entrar en contacto
con la cuticula del insecto, absorben los lipidos que la constituyen dejandolo
expuesto y consecuentemente matando al insecto por desecacion (Alkan et al.,
2019; Gourgouta, Rumbos y Athanassiou, 2022).

El almacenamiento de estos productos en atmdésferas controladas, por su parte,
consiste en modificar la proporciéon de los gases presentes en el ambiente de
almacenaje, reduciendo el oxigeno o incrementando el didxido de carbono,
causando cambios en la respiracion y el metabolismo del insecto (Cao et al., 2019).
A su vez, también se utilizan atmodsferas modificadas como los ambientes o
contenedores herméticos, los cuales limitan el oxigeno, mismo que se va
consumiendo por la respiracién de los seres vivos contenidos en el ambiente
formando una atmdsfera reducida en oxigeno y alta en diéxido de carbono (Silva et
al., 2018).

La irradiacién ionizante, como el uso de rayos gamma, también es efectiva para el
manejo de esta plaga al causar un impacto en su desarrollo y reproduccion, ademas
de causar mortalidad y esterilidad. Ademas, no causa cambios significativos en los
productos sobre los que se aplica (Tabikha, 2022).
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2.3.3. Manejo biolégico

El uso de microorganismos entomopatdogenos ha representado una de las
alternativas de control mas efectivas en contra de esta plaga de granos
almacenados al ser muy compatible con estos sistemas y no producir efectos
téxicos en mamiferos. Bacillus thuringiensis forma parte de estos microorganismos
siendo la bacteria comercial mas exitosa por su efectividad de controlar insectos,
aun en productos almacenados donde T. molitor es susceptible a sus toxinas
(Oppert, Martynov y Elpidina, 2012; Rumbos y Athanassiou, 2017).

A su vez, existen también numerosos hongos entomopatdégenos los cuales figuran
como una opcion de control biolégico de este insecto en almacenes de granos y
alimentos. Algunos de los hongos que han demostrado una alta virulencia contra el
gusano amarillo de la harina son Beauveria bassiana, Clonostachys rossmaniae
Metarhizium flavoviride, Metarhizium lepidiotae y Metarhizium robertsii (Kim et al.,
2018; Ak, 2019).

2.3.4. Manejo quimico-sintético

La manera mas comun de controlar esta plaga es mediante el uso de fumigantes de
origen sintético, los cuales tienen un impacto negativo en el ambiente como la
destruccion de la capa de ozono y en la salud humana, ademas de generar
resistencia en los insectos que se busca exterminar (Cagan et al., 2022; Chauhan
et al., 2022).

Entre los fumigantes mas extensamente utilizados en el almacenamiento de granos
a gran escala debido a su gran efectividad de control se encuentra el bromuro de
metilo, al que se le atribuye como el mayor deteriorador de la capa de ozono, razén
por la que se ha detenido su uso. El fosfuro de aluminio también es ampliamente
utilizado para control, sin embargo, la resistencia por parte de insectos a este

11



producto ya representa un problema mundial. Ambos productos son altamente
téxicos en mamiferos significando un riesgo para las personas que se exponen a

fumigaciones en espacios cerrados (Mostafiz et al., 2020).

Existen otros fumigantes de origen sintético utilizados a menor escala, como el
fluoruro de sulfurilo que es caracterizado por dejar remanentes toxicos sobre los
alimentos almacenados (Jagadeesan, Singarayan y Nayak, 2021). Sin embargo,
también se utilizan insecticidas de los grupos de los piretroides como la
cipermetrina, ademas de organofosforados como lo son principalmente el malatién
y metil-pirimifos, los cuales son aplicados directamente sobre los productos
almacenados (Attia et al., 2020).

2.3.5. Manejo botanico

Actualmente, se buscan maneras de control alternativo que resulten mas seguras
para el ambiente y la salud humana, entre las que se encuentra el uso de productos
botanicos que deben su actividad biolégica a compuestos como acidos grasos,

fenoles, alcaloides y terpenos (Hagstrum y Phillips, 2017).

En este sentido, se ha reportado actividad biolégica de productos naturales contra
T. molitor, principalmente aceites esenciales de especies como Hypericum
perforatum (Malpighiales: Hypericaceae), donde la exposicién de larvas, pupas y
adultos de T. molitor al aceite esencial de esta planta presentaron actividad mortal
asociada a cambios en marcadores de estrés oxidativo como el malondialdehido,
superoxido dismutasa, catalasa, glutation-S-transferasa, glutation peroxidasa, asi
como de la enzima acetilcolinesterasa. Donde el aceite estaba conformado
principalemn por a-pineno, 3-careno y a-cariofileno, pertenecientes al grupo de los

terpenoides (Bas y Ersoy, 2020).
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De igual manera, el aceite esencial de Orignanum vulgare (Lamiales: Lamiaceae)
han demostrado tener actividad letal contra larvas, pupas y adultos de T. molitor,
ademas de disminuir su tasa de respiracion y provocar repelencia en larvas y
adultos. Siendo estos danos ocasionados por el efecto de sus compuestos
mayoritarios en el sistema nervioso del insecto, entre los cuales se encuentran
principalmente monoterpenos como carvacrol, p-cimeno y linalool (Plata-Rueda et
al., 2021).

Los aceites esenciales de Allium sativum (Asparagales: Amaryllidaceae) también
han presentado actividad insecticida, repelencia y alteraciones en la movilidad sobre
T. molitor ocasionada por accion neurotoxica de sulfuros, entre los que se destacan
el trisulfuro de dimetilo, disulfuro de dialilo y sulfuro de dialilo como principales

componentes del aceite esencial de esta especie (Plata-Rueda et al., 2017).

Martinez et al. (2018) han reportado actividad insecticida y repelencia en T. molitor
por parte de aceites esenciales de Cinnamomum zeylanicum (Laurales: Lauraceae)
y Syzygium aromaticum (Myrtales: Myrtaceae). Donde el aceite esencial de C.
zeylanicum estuvo compuesto mayormente por eugenol, trans-3-caren-2-ol y
benzoato de bencilo. Mientras que el aceite de S. aromaticum se componia
principalmente de eugenol, cariofileno y 6xido de cariofileno. Donde se le atribuye
la actividad biolégica de ambos aceites esenciales contra T. molitor al eugenol, al

presentar actividad mortalidad y repelencia de manera individual.

De la misma forma, se ha encontrado actividad insecticida usando aceite extraido
de astillas de madera de Cedrus deodara (Pinales: Pinaceae), en donde este aceite
actu6é como inhibidor de la actividad de la enzima acetilcolinesterasa. Ademas, el
aceite de C. deodara promovio la actividad de las enzimas transaminasa glutamico-
oxalacética y glutamato-piruvato transaminasa que sirven como biomarcadores

para detectar ruptura y deterioro celular (Buneri et al., 2023).
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2.4. Salvia connivens

Salvia connivens es una especie perteneciente al género Salvia (véase Cuadro 2)

el cual es el mas extenso de la familia Lamiaceae, contando con un numero

aproximado de 1000 especies distribuidas en todo el mundo (Gonzalez-Gallegos,

Vega-Mares y Fernandez, 2019).

Cuadro 2. Taxonomia de S. connivens (GBIF).

Dominio
Reino
Phylum
Clase
Orden
Familia
Género

Especie

Eukarya
Plantae
Tracheophyta
Magnoliopsida
Lamiales
Lamiaceae
Salvia

S. connivens

Es una planta herbacea, perenne, de porte arbustivo y flores azules (véase Figura

2) que es originaria de México encontrandose ampliamente extendida en el pais

desde Nuevo Leodn hasta Chiapas. El uso que se le da principalmente a la planta es

medicinal, siendo efectiva para tratar enfermedades tales como malaria, fiebre y

diarrea, por mencionar algunas (Pérez Gutiérrez et al., 2014; Bautista et al., 2020).
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Figura 2. Plantas de S. connivens (Flores-Macias et al., 2021)

2.4.1. Fitoquimica

En esta planta se ha reportado la presencia de una variedad de metabolitos
secundarios. Pérez-Gutiérrez et al. (2014) encontraron mediante pruebas
bioquimicas la presencia de alcaloides, terpenoides, lactonas, saponinas, taninos y

carbohidratos en extractos metandlicos de partes aéreas de S. connivens.

Por otra parte, Gonzalez-Chavez et al. (2017) encontraron en extractos
diclorometanicos de partes aéreas de esta planta compuestos triterpénicos tales
como los acidos oleandlico, ursdlico y dihidroursélico, asi como el flavonoide

eupatorina (Véase Figura 3).
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Figura 3. Estructuras moleculares del acido ursélico (a), acido oleandlico (b), acido

dihidroursdlico (c) y eupatorina (Gonzalez-Chavez et al., 2017).

De igual manera Bautista et al. (2020) reportaron en una fraccion de acetato de etilo
proveniente del extracto acetdnico de hojas de S. connivens, la presencia de

eupatorina, ademas de otras flavonas como cirsiliol y nuchensin.

1 R1=R2=OCH3
2 R,=0CH3; R,=OH
3 RqZOH‘ RzZOCH3

Figura 4. Estructura de flavona y sustituyentes que la constituyen como eupatorina

(1), cirsiliol (2) y nuchensin (3) (Bautista et al., 2020).
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Asimismo, Flores-Macias et al. (2021) han encontrado en el extracto cloroférmico la
presencia de compuestos de distintos grupos organicos: acidos carboxilicos, como
el acido 6-E-octen-2,4-dinoico; ésteres, tal como el (2S)-hidroxiglutarato;
compuestos fendlicos, como el 3-hidroxifenilglicol y el pirocatecol; aldehidos, como

el glutaraldehido y el nonanal.

2.4.2. Actividad bioldgica contra insectos

Se ha demostrado que aceites esenciales y extractos de diferentes plantas
pertenecientes al género Salvia presentan actividad biolégica en insectos. Como es
el caso del aceite esencial de Salvia hispanica sobre Spodoptera exigua
(Lepidoptera: Noctuidae), el cual sus componentes mayoritarios fueron a-thujona,
alcanfor, 1,8-cineol y a-cariofileno, en orden descendente. Donde la a-thujona es el
compuesto que presentd mayor letalidad en S. exigua y, ademas la combinacion de
los cuatro compuestos mayoritarios demostrd tener un caracter sinergistico en la
mortalidad del insecto (Chen et al., 2021).

La actividad insecticida del aceite esencial de Salvia sclarea también ha sido
evaluada en Oxycarenus lavatera (Hemiptera: Lygaeidae), donde el aceite esencial
estaba conformado principalmente por acetato de linalool y linalool, que forman

parte de la familia fitoquimica de los monoterpenos (Kacaniova et al., 2023).

Geranmayeh y Hashemi (2014) han reportado toxicidad por contacto del aceite
esencial de Salvia [eriifolia en adultos de Lasioderma serricorne (Coleoptera:
Anobiidae), este aceite estaba conformado mayormente por 1,8-cineol, B-pineno y
a-pineno, en orden decreciente. Donde se le adjudica su toxicidad al 1,8-cineol que
actua impidiendo la sintesis de hormonas juveniles, ademas de ocupar la regién
hidrofébica del centro activo de la enzima acetilcolinesterasa, que resulta en su

inhibicion.
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Los extractos cloroformicos de Salvia microphylla, Salvia keerlii, Salvia ballotiflora y
S. connivens han demostrado caracter insecticida en larvas de Spodoptera
frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae). Ademas, presentaron actividad insectistatica al
prolongar su duracion larval y pupal, asi como logré una disminucion del peso pupal.
Sin embargo, de las cuatro especies evaluadas, S. connivens presentd la mayor

actividad bioldgica contra S. frugiperda (Zavala-Sanchez et al., 2013).

De igual manera, el extracto cloroformico de S. connivens ha sido evaluado contra
larvas de S. frugiperda, donde presenté mortalidad larval y pupal, una prolongacién
de la duracién larval y pupal, asi como disminucion del peso pupal. El extracto
estaba conformado mayormente por pirocatecol y nonanal (Véase Figura 5), donde
el primero solo exhibié actividad insectistatica al prolongar la duracion larval.
Mientras que, el nonanal present6é una mortalidad larval significativa, que en adicion
con su incremento de la duracién larval y la disminucion del peso pupal, se le
adjudica a este aldehido la actividad biolégica de este extracto (Flores-Macias et
al., 2021).

0
sl SVl Wl

Figura 5. Estructura del nonanal (Flores-Macias et al., 2021)
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3. HIPOTESIS

La presencia de compuestos fendlicos en el extracto metandlico de las hojas de S.
connivens le confiere mayor actividad insecticida e insectistatica contra larvas de T.
molitor, que el extracto diclorometanico.
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4. OBJETIVOS
4.1.OBJETIVO GENERAL

Evaluar la actividad insecticida e insectistatica de los extractos organicos de hojas

de Salvia connivens contra Tenebrio molitor.

4.2.OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar la actividad insecticida e insectistatica de los extractos metandlico
y diclorometanico de hojas de Salvia connivens contra Tenebrio molitor.

¢ Identificar al menos uno de los compuestos mas abundantes en el extracto

con mayor actividad insecticida y/o insectistatica de S. connivens mediante
HPLC-DAD.

e Evaluar la actividad insecticida e insectistatica del compuesto mayoritario del

extracto con mayor actividad biolégica contra Tenebrio molitor.
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5. METODOLOGIA
5.1.Sitio de estudio

Esta investigacion se llevd a cabo en el Laboratorio de Compuestos Naturales
Insecticidas de la Facultad de Quimica de la Universidad Autbnoma de Querétaro
(LCNI-FQ-UAQ).

5.2. Crianza de Tenebrio molitor

Los individuos de T. molitor utilizados para la evaluacion de la actividad insecticida
de los extractos organicos de S. connivens se obtuvieron de una colonia establecida
en el LCNI-FQ-UAQ. Las larvas se criaron en cajas de tablero de fibra de densidad
media (MDF, por sus siglas en inglés) con dimensiones de 50 cm x 50 cm x 12 cm
(Largo x Ancho x Alto) que contenian el sustrato de cria (Véase Cuadro 3) hasta
alcanzar la fase pupal. Posteriormente, las pupas se transfirieron a recipientes
plasticos de 25 cm x 15 cm x 7 cm hasta la emergencia de los adultos. Los
escarabajos se confinaron en cajas plasticas de 25 cm x 20 cm x 10 cm con sustrato
de cria, donde realizaron la oviposicion. Después de eclosionar, las larvas neonatas
resultantes se criaron bajo las mismas condiciones iniciales hasta alcanzar el instar
requerido para los tratamientos experimentales. Todo el proceso de cria fue
mantenido a una humedad relativa de 40 %, una temperatura de 27 £ 2 °C y un

fotoperiodo de 10:14 (luz:oscuridad).

Cuadro 3. Composicion de 500 g de sustrato de cria de T. molitor.

Componente Masa (g)
Aserrin 395
Trigo 75
Avena 25
Zanahoria 5
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5.3. Material vegetal

Las hojas de Salvia connivens se recolectaron de plantas en el municipio de
Guadalcazar, San Luis Potosi, México (22°39'50.3” N, 100°24’59.5” W). La colecta
de la muestra vegetal se llevd a cabo entre las 9:00 y 10:00 AM (Hora Estandar del
Centro) durante su fase de floracion. La especie fue autenticada por el Biol. José
Garcia-Pérez en el herbario Isidro Palacios de la Universidad Autonoma de San Luis
Potosi bajo el numero de registro SLPM 43013. Después, las hojas se trasladaron
al LCNI-FQ-UAQ, donde fueron deshidratadas a 47°C durante 72 h en un horno
Arsa modelo AR-290 (Zapopan, México) y se pulverizaron en un molino IKA modelo
WERKE M20 (Staufen, Alemania).

5.4. Obtencidn de los extractos organicos de Salvia connivens

El material vegetal seco y pulverizado fue sometido a extraccion por reflujo en una
relacion de 1:5 (masa:volumen) de material vegetal y solvente. Se realizaron
extractos con metanol y diclorometano J.T. Baker® grado técnico (Phillipsburg,
Estados Unidos de América) durante 8 h. Después, se eliminaron los solventes de
extraccion a través de destilacién al vacio con un evaporador rotatorio IKA RV10

(Staufen, Alemania) (Flores-Macias et al., 2021).

5.5.Evaluacion de la actividad insecticida e insectistatica de los extractos

organicos de partes aéreas de Salvia connivens contra Tenebrio molitor

Larvas de quinto instar de T. molitor fueron seleccionadas de manera aleatoria de
acuerdo con los parametros morfoldgicos descritos por Park et al. (2014). Los
extractos organicos fueron resuspendidos en agua destilada para la preparacion de
las dietas artificiales. Los extractos de diclorometano y hexano fueron emulsionados

con polivinilpirrolidona (PVP) (Merck®, Naucalpan de Juarez, México) en una
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relacion de peso de 2:1 (PVP:extracto) (Hernandez-Caracheo et al., 2023).
Posteriormente, se agregaron alicuotas de la solucion de extracto al resto de los
ingredientes para preparar 50 mL de dieta artificial (Véase Cuadro 4) por cada
concentracion evaluada. La mezcla de los componentes de la dieta con los extractos
fue agitada hasta la formacion de una fase homogénea para ser goteada en una
solucién de cloruro de calcio (Golden Bell®, Zapopan, México) al 2 % con el objetivo
de obtener las capsulas de dieta. Subsecuentemente, las capsulas obtenidas fueron
lavadas tres veces con agua destilada y el exceso de agua fue retirado con una
toalla absorbente para posteriormente ser almacenadas en refrigeracién hasta su

uso.

Cuadro 4. Componentes de 50 mL de dieta artificial.

Componente Cantidad
Zanahoria molida y deshidratada 1.12¢g
Trigo molido 1.87¢g
Levadura 0.25¢
Acido ascérbico 0.03g
Neomicina 0.02g
Fosfato de potasio 0.07 g
Alginato de sodio 0.30g
Agua destilada 50 mL

Las concentraciones utilizadas en los bioensayos cubrieron un rango logaritmico de
0.5 a 5000 ppm. De acuerdo con la ventana de actividad biolégica determinada de
manera preliminar, las concentraciones evaluadas fueron de 500, 1000, 5000, 7000
y 10000 ppm. Ademas, también se incluy6 un control negativo que consistio en dieta

artificial sin extracto adicionado.
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Para cada concentracion de extracto evaluada se utilizaron 20 individuos
distribuidos en cuatro replicas. En especifico, grupos de cinco larvas fueron
confinados en cajas Petri de polipropileno con una porcion de dieta artificial de la
cual se alimentan ad libitum. La dieta se reemplaz6 cada tercer dia hasta alcanzar
30 d. Durante este periodo, se removieron las exuvias y heces producidas por el
insecto. El bioensayo se mantuvo a las mismas condiciones de crianza
mencionadas anteriormente. Al concluir los 30 d de experimentacion, se registro la
mortalidad larval, mientras que para evaluar la actividad insectistatica se cuantifico

el peso del insecto al inicio y cada 10 d hasta alcanzar los 30 d.

Al concluir los bioensayos, los individuos vivos restantes se sometieron a eutanasia
mediante inmersién en etanol (Ecopura®, Santiago de Querétaro, México) al 70%
por un minuto (Marquez-Luna, 2005). Asimismo, los residuos de las dietas e
insectos muertos se deshidrataron y posteriormente fueron triturados para ser

convertidos en composta.

5.6.Identificaciéon y cuantificacién del compuesto mayoritario presente en el
extracto con mayor actividad insecticida e insectistatica de Salvia connivens

sobre Tenebrio molitor

Para la identificacion y cuantificaciéon del compuesto mayoritario en el extracto
metandlico de S. connivens, los analisis se realizaron en un cromatégrafo de
liquidos de alta resolucion (HPLC, por sus siglas en inglés) Waters modelo Alliance
(Milford, Estados Unidos de América) equipado con una bomba cuaternaria e2695
y un detector de arreglo de diodos modelo 2998. La obtencion y el procesamiento

de los datos se realizaron utilizando el software Empower3.

La fase estacionaria consistié en una columna C18 (5 um, 150 x 4.5 mm). Se realiz6

una elucién con gradiente durante 30 min utilizando una mezcla de agua acidificada

24



con acido acético 12.5 mM y acetonitrilo (Véase Cuadro 5) a un flujo de 1 mL min-".
Se inyectaron 10 pL de muestra y la deteccion se llevo a cabo a una longitud de
onda de 328 nm.

Cuadro 5. Gradiente de elucion para la determinacion del compuesto mayoritario

Tiempo (min) Acido acético [12.5 mM] Acetonitrilo
0 95 % 5%
2 95 % 5%
5 85 % 15 %
20 50 % 50 %
25 95 % 5%
30 95 % 5 %

De acuerdo con un estudio reportado previamente por el equipo de trabajo en donde
se analizé la composicion fitoquimica del extracto metandlico de S. ballotiflora, el
acido rosmarinico constituyé el compuesto mas abundante de este extracto
(Ventura-Salcedo, 2017). Por lo que se procedié a analizar este mismo compuesto

en el extracto metandlico de S. connivens esperando encontrar un resultado similar.

Para su cuantificacion, se construyd una curva de calibracién a partir de soluciones
de estandar de acido rosmarinico (Merck®, 96 %, Naucalpan de Juarez, México)

con concentraciones de 25, 50, 100, 125y 200 yg mL™".

5.7.Evaluacion de la actividad insecticida e insectistatica del compuesto

mayoritario en el extracto organico de mayor actividad bioldgica

Una vez identificado y cuantificado el acido rosmarinico en el extracto metandlico

de S. connivens. De igual manera como se realizd con los extractos, se evalué de
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manera preliminar el compuesto mayoritario con concentraciones logaritmicas en la
dieta artificial detallada anteriormente. Posteriormente, se acotaron cinco
concentraciones entre el minimo y maximo de respuesta bioldégica para evaluar su
actividad insecticida e insectistatica en 20 larvas por concentracién, incluyendo un
control negativo. Se evalud el porcentaje de mortalidad larval, CLso, asi como el

peso de larva a los 10, 20 y 30 d después del establecimiento del bioensayo.

5.8. Analisis estadistico

Los datos obtenidos de los bioensayos se sometieron un analisis de varianza de un
solo factor y una prueba de medias Tukey con un nivel de confianza de 95% para
verificar si existe diferencia significativa entre los tratamientos. Ademas, las
concentraciones letales medias (CLso) fueron determinadas mediante un analisis
Probit. Los analisis mencionados anteriormente se realizaron con el paquete

estadistico Systat 9.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1.Rendimientos de los extractos organicos de hojas de Salvia connivens

Después de someter las hojas de S. connivens a extraccion a reflujo por ocho horas,
se observo un mayor rendimiento al utilizar disolventes polares. En este sentido, se
registraron rendimientos de 16.34 % y 6.05 % al utilizar metanol y diclorometano,

respectivamente.

Plantas del género Salvia ya han sido sometidas a extraccion por otros estudios. En
particular, Pérez Gutiérrez et al. (2014) obtuvieron un rendimiento de 5.7 % de las
partes aéreas de la misma planta al utilizar metanol como solvente de extraccion.
Mientras que Fatma, Ayse y Caglar (2017), registraron un rendimiento de 36.72 %

de extracto de hojas de Salvia officinalis mediante maceracién con metanol.

En lo referente a extractos de mediana polaridad, estudios previos han demostrado
que el cloroformo tiene la capacidad de extraer compuestos naturales similares a
los que se extraen utilizando diclorometano (Jaber-Vazdekis et al., 2006; Cequier-
Sanchez et al.,, 2008). Siguiendo esto, Flores-Macias et al. (2021) utilizaron
cloroformo en la extraccion de partes aéreas de S. connivens y obtuvieron un
rendimiento de 5.13 %. Asimismo, Zavala-Sanchez et al. (2013) obtuvieron
extractos cloroférmicos de cuatro especies de Salvia, donde registraron
rendimientos de 13.41 %, 9.88 %, 5.03 % y 1.18 % provenientes de las partes
aéreas de S. keerlii, S. ballotiflora, S. connivens'y S. microphylla, respectivamente.
Mientras que, Gonzalez-Chavez et al. (2017) observaron un rendimiento de 5.1 %

de partes aéreas de S. connivens utilizando diclorometano como solvente.

Se pueden observar variaciones mayores en el extracto obtenido con metanol,
siendo el resultado obtenido tres veces mayor que el reportado por Pérez-Gutiérrez
et al. (2014) y cerca de dos veces menor al obtenido por Fatma et al. (2017).
Mientras que los rendimientos de S. connivens obtenidos de los trabajos previos

son ligeramente inferiores a lo obtenido en el presente trabajo, aunque bastante
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consistentes. Por otro lado, los rendimientos reportados por Zavala-Sanchez et al.
(2013) son 2.2 y 1.6 veces mayor, asi como 5.1 veces menor para los extractos de
S. keerlii, S. ballotifloray S. microphylla, respectivamente. De acuerdo con Shaalan
et al. (2005), las variaciones en los rendimientos se deben a diferentes
composiciones quimicas de las especies vegetales, e incluso tratandose de la
misma especie, las condiciones geograficas donde se desarrollan estas plantas

generan variaciones en la acumulacién de compuestos naturales.

6.2. Actividad insecticida del extracto metandlico foliar de S. connivens contra

T. molitor

Durante la exposicion de larvas de T. molitor a la dieta artificial con el extracto
metandlico de hojas de S. connivens, se observo en el dia siete una mortalidad del
total de los individuos que conformaban este tratamiento (Véase Cuadro 6). Por lo
que, se utilizaron los datos obtenidos hasta este dia para evaluar la actividad
insecticida de este extracto y no hubo datos para la evaluacion de la actividad

insectistatica para este extracto.

Las larvas sometidas a la dieta artificial sin la presencia del extracto presentaron
una supervivencia total (Véase Cuadro 6). En la concentracion de 1000 ppm fue
donde se comenzé a presentar una respuesta significativa con respecto al control
(p<0.05), provocando una mortalidad de 50 % que se mantuvo constante incluso a
2000 ppm. Asimismo, siguiendo una tendencia de concentracion-mortalidad, este
extracto presenté una mortalidad de 85 % a 4000 ppm. A la vez, la dieta que
contenia 5000 ppm de extracto present6é una mortalidad de 100%. La CLso estimada

para este extracto fue de 1856.9 ppm.
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Cuadro 6. Actividad insecticida del extracto metandlico de S. connivens contra T.
molitor

Concentraciéon (ppm) Mortalidad larval (%)

5000 100 + 0.0A
4000 85+ 8.194
2000 50 + 11.58
1000 50 + 11.58
500 25 +9.1BC
0 0 £ ND€
Clso 1856.9 ppm

(1417.8 — 2296.1 ppm)

Los datos que se muestran son el promedio de 20 mediciones * error estandar. Literales diferentes
implican diferencia significativa (p<0.05). El valor de CLso se muestra con su intervalo de confianza
al 95 %. ND indica “No determinable”.

Poca informacién en cuanto a extractos de plantas del género Salvia ha sido
reportada contra plagas de granos almacenados. Sin embargo, Hay otras especies
de la familia Lamiaceae que han presentado actividad bioldgica contra una variedad
de insectos que infestan granos almacenados. Marouf, Sangari y Jabbari (2008)
probaron el extracto metandlico de O. vulgare (Lamiaceae) en larvas de Tribolium
confusum (Coleoptera: Tenebrionidae) y Callosobruchus maculatus (Coleoptera:
Chrysomelidae), encontrando valores de CLsode 2578.1 y 4416.1 ppm a los 3 d de
exposicion, respectivamente. En este sentido, el extracto metandlico de S.
connivens es cerca de dos veces mas toxico y mas de dos veces téxico que los
extractos O. vulgare contra larvas de T. confusum'y C. maculatus, respectivamente.
De acuerdo con Akbar et al. (2022), los insectos de granos almacenados tienden a
presentar una mayor respuesta bioldgica al estar mayor tiempo en contacto con el
extracto vegetal, por lo que la diferencia de toxicidad podria ser debida al mayor
tiempo de exposicion en el presente trabajo. De manera similar, el extracto
29



metandlico de hojas de Ocimum canum (Lamiaceae) provocOd una mortalidad de
66.2 % contra adultos de C. maculatus a una concentracién de 5000 ppm después
de 7 d de exposicion (Kosini, Nukenine y Tofel, 2015). Por otro lado, también se han
probado extractos acuosos contra este tipo de insectos. Khidr y Khalil (2024)
observaron que al exponer a Zabrus tenebrioides (Coleoptera: Carabidae) al
extracto acuoso de Salvia rosmarinus (Lamiaceae), este ocasion6 una CLso de
8323.0 ppm a los 8 d. En estos ultimos estudios, el valor de CLso es cercano a dos
y cuatro veces mayor que lo obtenido en este trabajo, considerando tiempos de
exposicion similares. Ademas, se aprecia que los extractos polares organicos son

mas activos contra este tipo de insectos que los extractos acuosos.

6.3.Actividad insecticida del extracto diclorometanico foliar de S. connivens

contra T. molitor

Después de 30 d de exposicion de larvas a la dieta adicionada con el extracto
diclorometanico de S. connivens se observd una respuesta en relacion
concentracion-mortalidad (Véase Cuadro 7). Aquellas larvas que se alimentaron de
la dieta sin extracto diclorometanico adicionado presentaron una supervivencia total
los individuos que conformaron el grupo. A partir de la 7000 ppm se comenzo a
observar una diferencia significativa de la actividad insecticida con respecto al
control (p<0.05) con una mortalidad larval del 45 %. Mientras que, en la maxima

concentracion evaluada de este extracto, se alcanzé una mortalidad del 50 %. La
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concentracion estimada de este extracto para provocar la mortalidad de la mitad de

la poblacion es de 9367.19 ppm.

Cuadro 7. Actividad insecticida del extracto diclorometanico de S. connivens contra

T. molitor

Concentracion (ppm) Mortalidad larval (%)

10000 50 + 11.5°
7000 45 + 11.478
5000 15 + 8.28C
1000 10 £6.9€
500 10+ 6.9

0 0 £ ND°¢
Clso 9367.2 ppm

(7519.2 — 13103.1 ppm)

Los datos que se muestran son el promedio de 20 mediciones + error estandar. Literales diferentes
implican diferencia significativa (p<0.05). El valor de CLso se muestra con su intervalo de confianza
al 95 %. ND indica “No determinable”.

La actividad insecticida de extractos de diclorometano de plantas de la familia
Lamiaceae contra plagas de granos almacenados ha sido poco estudiada. En este
sentido, Marouf et al. (2008) evaluaron la toxicidad del extracto de diclorometano de
O. vulgare contra T. confusum y C. maculatus mediante el modo de accion de
fumigacion. Después de 3 d de exposicion, registraron valores de CLso de 2446.4 y
4000.6 ppm, respectivamente. Estos resultados representan una toxicidad de mas
del doble a lo obtenido en el presente trabajo. Estas diferencias pueden ser
atribuidas a diferentes modos de accion evaluados, dado que en el presente estudio

se evalud la toxicidad del extracto mediante ingestion. Por lo que es posible que, de
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manera general el modo de ingestion tome un mayor tiempo para generar un efecto
toxico que el modo de fumigacion.

Por otro lado, extractos diclorometanicos de otras especies de la familia Lamiaceae
han demostrado diferencia de actividad biolégica en insectos de distinto orden. Por
ejemplo, Sakr y Roshdy (2015) evaluaron la actividad insecticida de Hyptis brevipes
contra Spodoptera littoralis (Lepidoptera: Noctuidae) por el modo de ingestion.
Después de cuatro dias en que las larvas se alimentaron con hojas de Ricinus
communis (Malpighiales: Euphorbiaceae) tratadas con el extracto de H. brevipes en
un rango de concentraciones de 0 a 50000 ppm, la concentracion mas alta mostré
una mortalidad total resultando en una CLso de 30000 ppm. Este resultado es
cercano a tres veces mas alto que lo obtenido en el presente trabajo incluso con un
menor tiempo de ingestion. Esto sugiere que esta especie de lepiddptero es
potencialmente menos susceptible a extractos diclorometanicos de esta familia

vegetal con respecto a la especie estudiada en este trabajo.

6.4.Actividad insectistatica del extracto diclorometanico foliar de S. connivens

contra T. molitor

Ademas de la mortalidad larval, se registré el peso de los individuos de cada
concentracion en el establecimiento (0 d) y final (30 d) del bioensayo con el objetivo
de evaluar la actividad insectistatica (Véase Cuadro 8). Al inicio del bioensayo,
debido a la seleccidn de los individuos con caracteristicas similares, no se observo
una diferencia significativa en el peso larval entre los distintos grupos. En el dia 10,
se comenzo a registrar una diferencia significativa (p<0.05) en el peso de las larvas
al consumir la dieta artificial con el extracto a partir de una concentracion de 500
ppm, exhibiendo una actividad antialimentaria al producir una menor ganancia de
peso en las larvas. Sin embargo, se exhibié un comportamiento anormal en la
concentracion de 1000 ppm al causar un peso 1.9 % mayor al presentado por el
grupo control, aunque estadisticamente similar; Sin embargo, este no presento
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diferencia significativa con respecto al control. A partir del dia 20, se comenzo6 a
pronunciar la tendencia de menor ganancia de peso larval a medida que se
incrementd la concentracion del extracto en la dieta. Al concluir el periodo de 30 d
se observo el mayor aumento de peso larval en el grupo control con respecto a las
que se alimentaron de dieta adicionada con extracto, donde se registré una pérdida
de peso larval de 52.63 % a la concentracion de 10000 ppm en comparacién con el

grupo control.

Cuadro 8. Actividad insectistatica del extracto diclorometanico de S. connivens

contra T. molitor

Concentracion Peso larval (mg)

(ppm) od 10d 20d 30d
10000 485+0.03" 510+0.10C 4.83+0.08° 4.70+0.08°
7000 480+0.04° 494+0.04C 514+0.14° 518+0.18C
5000 465+0.08* 490+010°C 6.00+0.06° 6.11+0.21C
1000 480+0.04A 6.44+0.04* 7.27+0.138 7.38+0.14B
500 465+0.08* 540+0.058 8.16+0.17A 8.83+0.21A
0 480+0.05° 6.32+0.16A 867+0.28% 9.92+0.537

Los datos que se muestran son el promedio de los individuos sobrevivientes * error estandar.
Literales diferentes implican diferencia significativa entre columnas (p<0.05).

El efecto antialimentario de extractos diclorometanicos de miembros del género
Salvia tanto como de la familia Lamiaceae no ha sido reportada contra insectos de
granos almacenados o integrantes del orden Coleoptera. Sin embargo, hay trabajos
que han estudiado este tipo de actividad insectistatica con aceites esenciales de
plantas de la familia Lamiaceae. Kostic et al. (2007) evaluaron el efecto
fagodisuasorio del aceite esencial de S. officinalis en larvas de Leptinotarsa

decemlineata (Coleoptera: Chrysomelidae) rociando 5000 ppm de aceite esencial
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de hojas de Solanum tuberosum (Solanales: Solanaceae), donde observaron una
reduccion de 52.3 % en el dafo de hojas tratadas con el aceite esencial en
comparacion con el control, siendo un resultado demasiado similar al obtenido en el
presente trabajo. Por otro lado, Yildirnm, Bekircan y Bektas (2019) evaluaron el
efecto alimentario del aceite esencial de Mentha longifolia (Lamiales: Lamiaceae)
contra Subcoccinella vigintiquatuorpunctata (Coleoptera: Coccinellidae) mediante el
consumo de discos de hojas de Galega oficinales (Fabales: Fabaceae) inmersos en
diferentes concentraciones de este aceite esencial. En este sentido, observaron el
mayor indice fagodisuasorio (71.88) en la concentracion mas alta que utilizaron
(5000 ppm) a los 3 d de bioensayo. Este resultado es 19.25 % mayor a lo obtenido
en el presente trabajo, incluso haciendo uso de menor concentracion y un menor

tiempo de ingestion.

6.5. Identificacion del compuesto mayoritario en el extracto metandlico foliar de

S. connivens

El tiempo de retencién del estandar de acido rosmarinico fue de 14.6 min, ademas

presentd su maximo de absorcién a una longitud de onda de 328 nm (Figura 6).

Mientras que, en el cromatograma del extracto metandlico de S. connivens (Figura
7), el acido rosmarinico presenté la sefial mas intensa entre todas las constituyentes
de la mezcla, indicando que es uno de los compuestos predominantes en el

extracto. La concentracion de acido rosmarinico fue de 80.45 mg g’ de extracto.
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La presencia de acido rosmarinico en especies del género Salvia ya ha sido
identificada y cuantificada en trabajos previos. Zengin et al. (2018) caracterizaron el
perfil de compuestos fendlicos de los extractos metandlicos de Salvia
blepharochlaena, Salvia euphratica y Salvia verticillate mediante cromatografia
liiquida de alta resolucion con deteccidn por espectrometria de masas con
ionizacion por electrospray (HPLC-ESI-MS, por sus siglas en inglés). En las tres
plantas, el acido rosmarinico resultdé ser el compuesto mas abundante con
concentraciones de 22, 10.3 y 67 mg g, respectivamente. Estos rendimientos
obtenidos son alrededor de 4, 8 y 1.2 veces inferiores en comparacion con lo
cuantificado en el presente trabajo. De manera similar, Al-daber, Shakya y Elagbar
(2020) realizaron la identificacion de compuestos fendlicos de los extractos
metandlicos de Salvia eigii, Salvia hierosolymitanay Salvia viridis a través de HPLC-
ESI-MS. Las concentraciones que obtuvieron en estas plantas fueron de 15.78,
27.12 y 0.32 mg g'', respectivamente, que son inferiores a lo observado en S.
connivens, observando que el acido rosmarinico es el compuesto mas abundante
en S. eigiiy S. hierosolymitana. En contraste, Jahani et al. (2022) emplearon HPLC-
UV para cuantificar acido rosmarinico en el extracto metandlico de Salvia limbate,
en el cual reportaron una concentracion de 120.28 mg g-', siendo un 50 % mayor

que la exhibida por el extracto metandlico de S. connivens en el presente estudio.

De acuerdo con los hallazgos previos, el contenido de acido rosmarinico varia
incluso entre las especies del género Salvia. La concentracion obtenida en el
presente estudio tiene mayor similitud con los reportados en S. verticillate y S.

limbate por Zenghin et al. (2018) y Jahani et al. (2022), respectivamente.

6.6. Actividad insecticida del acido rosmarinico contra 7. molitor

Después de 30 d de exposicidn de larvas de T. molitor a |la dieta que contenia acido

rosmarinico, no se observé mortalidad alguna en las concentraciones de 80, 160,
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400, 600, asi como en el control (Véase Cuadro 9). Sin embargo, en el tratamiento
de 1000 ppm se observoé una mortalidad del 10 %, aunque esta no presentd una
diferencia significativa con respecto al control. La ClLso estimada para este

compuesto fue de 5256.3 ppm.

Cuadro 9. Actividad insecticida del acido rosmarinico contra T. molitor

Concentracion (ppm) Mortalidad larval (%)

1000 10 £ 6.94
600 0+ NDA
400 0+ NDA
160 0+ NDA
80 0+ NDA

0 0+ ND”

5256.3 ppm

ClLso (ND ppprrri)

Los datos que se muestran son el promedio de 20 mediciones * error estandar. Literales diferentes
implican diferencia significativa (p<0.05). El valor de CLso se muestra con su intervalo de confianza
al 95 %. ND indica “No determinable”.

El potencial insecticida del acido rosmarinico no ha sido ampliamente estudiado en
el manejo de plagas de granos almacenados u otros coledpteros, limitandose la
informacion reportada a un insecto de granos almacenados y varios mas de otros
ordenes. En este sentido, Mughees et al. (2021) evaluaron el efecto de este
compuesto contra R. dominica, Batrocera dorsalis (Diptera: Tephritidae) vy
Planococcus citri (Hemiptera: Pseudococcidae) donde observaron una CLsode 42.4
y 23.5 ppm para R. dominica y B. dorsalis, respectivamente. Mientras que, el acido
rosmarinico no mostré toxicidad para P. citri. Por otro lado, Khan et al. (2019)
observaron una CLso aun menor para Acrythosiphon pisum (Hemiptera: Aphididae),
reportando un valor de 0.2 ppm.
38



Adicionalmente, estudios han explorado la actividad insecticida de otros
compuestos fendlicos. Por ejemplo, Punia et al. (2021) evaluaron el efecto del acido
galico contra Spodoptera litura (Lepidoptera: Noctuidae), donde este compuesto
causé una CLso de 402.8 ppm. De manera similar, Guerra, Cothren y Phillips (1990)
estudio la actividad insecticida del acido trans-cinamico, catequina y catecol, donde
observaron mortalidades del 28.6, 31.5 y 33.5 %, respectivamente, a la

concentracion de 200 ppm.

Los hallazgos descritos previamente, muestran que los insectos de diferentes
ordenes exhiben variabilidad en la susceptibilidad a este compuesto, pudiendo
llegar a ser muy susceptibles o presentando hasta nula toxicidad debido a la
selectividad de los mismos compuestos (Horowitz e Ishaaya, 2004). O como se
puede observar en los estudios realizados con noctuideos, que requieren de
concentraciones mas altas de compuestos fendlicos para provocar una respuesta

biologica.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo muestran una baja susceptibilidad
del acido rosmarinico para T. molitor. Este dato resalta la importancia de considerar

la selectividad al evaluar la actividad insecticida de compuestos naturales.

6.7. Actividad insectistatica del acido rosmarinico contra 7. molitor

Ademas de la baja mortalidad presentada por este compuesto en T. molitor, se
observé un comportamiento anormal en la ganancia de peso en la fase larval de
este insecto, en particular en la concentracion de 400 ppm. Alos 10 d de establecido
el bioensayo, todas las concentraciones a excepcion de 400 ppm presentaron
similitud estadistica con respecto al control. En esta concentracion mencionada se
pudo notar la mayor ganancia de peso larval, superando al control con un 11.5 %
de diferencia con respecto a este. A los 20 dias, el grupo control presenté la mayor
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ganancia de peso larval, seguido por la concentracion de 400 ppm y demas
concentraciones, aunque presentd diferencia estadistica unicamente con la
concentracion de 600 ppm. Al concluir el ensayo, el grupo que no contenia acido
rosmarinico en la dieta alcanzé el maximo peso larval, mientras que las
concentraciones mas altas evaluadas, 160, 600 y 1000 ppm presentaron los pesos
larvales mas bajos, representando una reduccion del 20.42 % de la concentracion
de 1000 ppm con respecto al control. Sin embargo, se siguié observando este

comportamiento anormal en las concentraciones de 80 y 400 ppm.

Cuadro 10. Actividad insectistatica del acido rosmarinico contra T. molitor

Concentracion Peso larval (mg)
(ppm) od 10 d 20d 30d
+

1000 4.50 + 0.03A 0?54;50 738+ 024"  7.89 +0.26°
600 4.65 +0.167 5.95 + 0.25¢ 7.15+ 0.298 7.70 £+ 0.318
400 4.60 + 0.094 740+0.16A 8.05+0.21AB 875+ 0.197B
160 455+0.05" 7.05+0.13AB 757 +0.17A8 8.12+0.158B
80 4.45 + 0.07A 06.;358(;;0 7.71+£0.517B 849 + 0.60"B
0 455+ 0.01" 6.32+0.168¢ 8.67 +0.28A 9.92 + 0.53A

Los datos que se muestran son el promedio de los individuos sobrevivientes + error estandar.
Literales diferentes implican diferencia significativa entre columnas (p<0.05).

A comparacién de la actividad insecticida de compuestos fendlicos y en especifico,
el acido rosmarinico, muy poca informacién de la actividad fagodisuasoria ha sido
documentada de estos compuestos en insectos. Sin embargo, Simmonds,
Stevenson i Hanson (2019) evaluaron el efecto del acido rosmarinico en la
alimentacion de larvas de Manduca sexta (Lepidoptera: Sphingidae) en un rango de

cero hasta 1080 ppm. Observaron que, a la concentracién de 1080 ppm este
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compuesto causaba un indice de disuasion de 83.0 con respecto al control, mientras
que a 360 ppm causaba un indice de disuasion de 89.0, representando un valor
mayor siendo solamente un tercio de la concentracibn maxima utilizada. Estos
resultados muestran un comportamiento similar a lo observado en el presente
trabajo debido a que, a concentraciones bajas, se puede observar un efecto
fagodisuasorio, llegando a una concentracion mayor donde este compuesto
produce un comportamiento anormal al no seguir una tendencia de disminucion de

la alimentacién o del peso larval.

41



7. CONCLUSIONES

Los extractos metandlico y diclorometanico de hojas de S. connivens presentaron
actividad insecticida contra larvas de T. molitor. El extracto metandlico presento la
mejor actividad insecticida donde exhibi6 una CLso de 1857 ppm tras 7 d de
exposicion mediante la ingestion de la dieta artificial con extracto. Mientras que, el
extracto diclorometanico presenté una actividad insecticida cinco veces menos
potente (CLso= 9367 ppm) después de 30 d de exposicion a través de la misma via.
Sin embargo, este ultimo también exhibi6é actividad insectistatica manifestada en
una menor ganancia de peso, la cual representd una pérdida de peso del 52 % a
una concentracion de 10000 ppm con respecto al control. En lo referente a la
composicion, el acido rosmarinico fue el compuesto con mayor abundancia en el
extracto metandlico de hojas de S. connivens, encontrado a una concentracion de
80.45 mg g’ de extracto. A pesar de ser el componente mayoritario del extracto
metanolico, el acido rosmarinico no mostré actividad insecticida contra larvas de T.
molitor. Sin embargo, si indujo un efecto antialimentario, que resulté en una pérdida
de peso del 20 % a 1000 ppm.
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8. PERSPECTIVAS

A pesar de la actividad insecticida observada con los extractos de metanol y
diclorometano de hojas de S. connivens contra larvas de T. molitor, es crucial
avanzar en la comprension de estos efectos, por lo que en futuras investigaciones
es necesario elucidar los mecanismos de accion a través de los cuales actuan estos
extractos, asi como sus compuestos mayoritarios sobre los insectos. Asimismo,
también es fundamental evaluar la actividad de estos mismos extractos y
compuestos naturales contra un espectro mas amplio de insectos plaga con el fin

de evaluar su selectividad.
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