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RESUMEN

Las plantas han desarrollado durante su evolucion mecanismos quimicos y
fisicos que les han permitido defenderse de organismos fit6fagos. Varios
compuestos quimicos que son sintetizados por las plantas se han aislado para su
estudio, observandose que mediante su correcta aplicacion pueden resultar
eficientes en el manejo de insectos plaga, ya sea como extractos 0 como
sustancias puras ofreciendo un menor impacto al ambiente que los plaguicidas
sintéticos. Tal es el caso de los extractos botanicos de Salvia ballotiflora y Salvia
connivens sin embargo, el hecho de ser mezclas de origen natural y activas frente
a organismos plaga, no garantiza la seguridad frente organismos no blanco, es por
esto que en el presente trabajo se determing actividad biolégica de los extractos de
S. ballotiflora y S. connivens sobre Poecilia reticulata y Danio rerio, debido al papel
gue juegan los peces en el ecosistema. Se realizaron pruebas de exposicion aguda
y los resultados mostraron que de manera general D. rerio presentd la mayor
sensibilidad a los extractos y al acido rosmarinico (compuesto mayoritario de S.
ballotiflora) respecto a P. reticulata con CLsg de 18.27, 39.22 y 108.57 mg L en
extractos hexanico, cloroférmico y metandlico de S. ballotiflora, respectivamente;
la respuesta de los extractos cloroformico y metandlico de S. connivens fue 92.24 y
154.22 mg L' y para acido rosmarinico 477.86 y 21.57 mg L' en adultos y

embriones respectivamente.

Palabras Clave: acido rosmarinico; compuesto natural; extracto; insecticida;

toxicologia



ABSTRACT

The plants have developed during their evolution chemical and physical
mechanisms that have allowed them to defend themselves from phytophagous
organisms. Several chemical compounds that are synthesized by plants have been
isolated for their study, observing that by their correct application can be efficient in
the management of pests, either as extracts or as pure substances offering a lower
impact to the environment than synthetic pesticides. Such is the case of the
botanical extracts of Salvia ballotiflora and Salvia connivens, however, the fact of
being mixtures of natural origin and active against pest organisms, does not
guarantee the safety against organisms not target, that is why in the present work
the biological activity of S. ballotiflora and S. connivens extracts on Poecilia
reticulata and Danio rerio was determined due to the role of fish in the ecosystem.
Acute exposure tests were performed and results showed that D. rerio presented
the highest sensitivity to extracts and rosmarinic acid in respect of P. reticulata with
LCso of 18.27, 39.22 and 108.57 mg L in hexanic, chloroform and methanolic
extracts of S. ballotiflora, respectively; the response of S. connivens chloroform and
methanolic extracts was 92.24 and 154.22 mg L and for rosmarinic acid, the major
compound identified in S. ballotiflora, 477.86 and 21.57 mg L' in adults and

embryos, respectively.

Keyword: rosmarinic acid; insecticide; natural compounds; extract; toxicology
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INTRODUCCION

Las plantas son laboratorios naturales que biosintetizan una gran variedad
de sustancias quimicas ya sea como metabolitos primarios o secundarios, estos
ultimos les otorgan cualidades defensivas contra insectos y fitopatégenos estos
compuestos comparados con los plaguicidas sintéticos poseen baja toxicidad,
ademéas de presentar menos efectos nocivos al ambiente, son de naturaleza
biodegradable y presentan una seguridad mayor para los organismos benéficos
(Isman, 2000; Lizana, 2005). Por estas razones las plantas en forma de polvo,
extractos e infusiones se les ha considerado como una propuesta para el manejo
de plagas agricolas y como una alternativa para los problemas causados por el uso
indiscriminado de los insecticidas quimico sintéticos (Nava y col. 2012). Sin
embargo, debido a la sensibilidad que presentan diferentes organismos a los
metabolitos botanicos, es indispensable desarrollar pruebas de toxicidad para
limitar los efectos negativos al ambiente. Una herramienta para el desarrollo de
nuevos productos de origen natural son los ensayos bioldgicos, mediante los cuales
se conoce la bioactividad de estos productos (Pino y Jorge, 2010). Los peces son
organismos indicadores debido a la importancia que juegan en las redes troficas
pues consumen y controlan las poblaciones de insectos, microcrustaceos y algas,
permitiendo de esta forma la recirculacion, remocion y resuspension del material
organico dentro del ecosistema jugando un papel importante en el intercambio de
materia y nutrientes (Layman y col. 2013; Allgeier y col, 2013). Dentro de los peces
mas utilizados en pruebas bioldgicas se encuentran las especies de Poecilia
reticulata (guppys) y Danio rerio (pez cebra) debido a la facilidad de crianza en
condiciones de laboratorio y amplia distribucion en ecosistemas naturales acuaticos
del mundo, haciendo posible que se pueda probar sobre estas especies el efecto
de los extractos de Salvia ballotiflora y Salvia connivens (Lamiaceae), especies
reportadas con efectos insecticidas e insectistaticos, con el fin de evaluar su efecto

frente a organismos no blanco.



1. MARCO TEORICO
1.1 Impacto y consecuencias de los insecticidas sintéticos en el

ambiente.

La agricultura de interés alimenticio y comercial ha tenido una lucha
constante para controlar a las plagas que limitan los cultivos, y a las cosechas de
manera directa, para esto se han empleado durante los ultimos 90 afios
masivamente plaguicidas obtenidos mediante sintesis quimica, los cuales si bien
han tenido un papel importante en la proteccion de los cultivos, también han
mostrado efectos adversos, ya que su uso constante e indiscriminado (cerca de
500 mil toneladas de ingrediente activo al afio a nivel mundial) no han logrado
proteger como se pretendia a los cultivos agricolas debido a que las plagas
contindan evolucionando y generando resistencia a estos productos quimicos, otro
efecto adverso es que dafian el medio ambiente causando con ello la ruptura de
equilibrios naturales, ademas de presencia de residuos en las cosechas que
pueden causar deterioros en la salud humana (Nava y col. 2012).

Una vez que los plaguicidas son aplicados, de acuerdo a sus caracteristicas
fisicas y quimicas estos pueden permanecer en el ambiente ya sea en el suelo
(Zhang, 2006), el agua (Maciej, 2010) o bien ser transportados hasta sitios tan
remotos como la Antartida (Cabrerizo y col. 2012).

Las aplicaciones de insecticidas contribuyen a la contaminacion quimica del
ambiente con el agravante de tratarse de productos de gran actividad biologica. Las
mayores dosis y los menores intervalos entre aplicaciones en los cultivos, generan
un impacto toxicolégico cada vez mas agudo sobre la biota que habita en los
distintos compartimientos ambientales a los que se puede trasladar el plaguicida
una vez usado (Devine y col. 2008). Por otro lado los insecticidas pueden tener
efectos téxicos directos en los organismos (letales o subletales) o pueden tener
efectos indirectos debido a la eliminacion de las especies que son presas 0
competencia de los organismos que son originalmente blanco. Por lo tanto, existe

preocupacion por los efectos potencialmente dafinos de los plaguicidas que operan



a través de la cadena alimenticia, ademas los impactos de los insecticidas en los
invertebrados pueden reducir la disponibilidad de fuentes de alimento y afectar su

productividad o supervivencia a través de distintos modos de accion (Cuadro 1)
(Mills, 2004; Morris, 2005).

Cuadro 1. Grupos de insecticidas, modo de accion y fecha de introduccion

(Devine y col. 2008)

Lugar y principales modos Tipo de Insecticida  Ejemplos comunes Primer
de accién uso?
Inhibidores de Carbamatos Aldicarb, Bendiocarb, Carbaril,
acetilcolinesterasa: Carbofuran, Carbosulfan, Metiocarb, 1956
Bloquean la accion de la Metomil, Pirimicarb, Tiodicarb
enzima acetilcolinesterasa,
interrumpiendo la
transmision de impulsos Organofosforados Acefato, Clorpirifos, Diazinon, Dimetoato, 1950
Metamidofos, Monocrotofos, Paration,
Pirimifos, Profenofos, Temefos
Antagonistas del canal de
cloruro regulado por GABA: Ciclodieno Clordano, Endosulfan, gamma-HCH 1945
Interfieren con los canales organoclorados (Lindano)
de cloruro en la membrana
nerviosa, interrumpiendo la
transferencia de iones y la Fenilpirazoles Fipronil 1993
transmision de impulsos (Fiproles)
entre las células nerviosas
Moduladores del canal de Organoclorados DDT 1943
sodio
Interfieren con los canales Piretroides Alletrina, Bifentrina, Ciflutrina, 1952
de sodio en la membrana Lambda-Cialotrina, Cipermetrina,
nerviosa interrumpiendo la Deltametrina, Fenvalerate, Permetrina,
transferencia de iones y la Resmetrina
transmisiéon de impulsos 1977
entre las células nerviosas
Piretrinas Piretrinas (piretrum) 1850s
Agonista/antagonista del Neonicotinoides Acetamiprida, Imidacloprida, Nitenpiram,
receptor de Acetilcolina de Tiacloprida, Tiametoxam 1991
tipo nicotinico
Imita la accién de Nicotina Nicotina 1930s
neurotransmisor acetilcolina
bloqueando los receptores e 1996
interrumpiendo la Spinocina Spinosad

transmisién de impulsos de
entre las células nerviosas.



Activadores del canal de Avermectina Abamectina, Benzoato de emmamectina 1985
cloruro Se adhieren y
activan los canales de
cloruro en la membrana
nerviosas interrumpiendo la
transferencia de iones y la
transmision de impulsos
entre las células nerviosas.

Hormona juvenil compite e Hormona juvenil Hidropreno, Kinopreno, Metopreno, 1993
interfiere con las hormonas analoga e imitadora Fenoxicarb,Pyiriproxifen

juveniles esenciales para el

desarrollo del insecto.

Componentes con un modo Criolita Criolita 1929
de accion desconocido 0 no
especifico (bloqueadores
selectivos de alimentacion).

Pimetrozina
Pimetrozina 1999

Inhibidores de fosforilacion Diafentiuron Diafentiuron
oxidativa. 1997
Interrumpe el transporte de Clorfenapir Clorfenapir
electrones dentro de las 1985
células

Inhibidores de la biosintesis BenzoillUreas Novaluron,Diflubenzuron, Teflubenzuron 1983
de quitina.
Inhibe la formacion normal Buprofezina Buprofezina
del exoesqueleto de los 1988
insectos
Agonista de
ecdisonalinterruptores de Diacilhidrazinas Halofenozid, Tebufenozid 1999
muda de piel.
Interfiere con el proceso de
muda del insecto

Azadiractina Azadiractina 1985

Inhibidores del transporte Rotenona Derris, Rotenona
del electron del complejo 1850
mitocondrial. Interrumpe el
transporte de electrones
dentro de las mitocondrias.
2000
Bloqueadores del canal de Indoxacarb Indoxacarb
sodio dependientes del
voltaje.

ILas fechas se refieren al ejemplo del insecticida que se presenta en negritas.

Por razones ya expuestas, se ha considerado a las plantas como un campo
apropiado para la busqueda de nuevas estructuras con menor impacto ambiental y

con potencial para el manejo de plagas agricolas (Castro, 2011).



1.2 Plantas en el combate de plagas

El empleo de plaguicidas de origen botanico se remonta al origen de las
civilizaciones mas antiguas del mundo como China, Egipto, Grecia y la India.
(Thacker, 2002). En la agricultura moderna los plaguicidas sintéticos han relegado a
los de origen botanico pues permiten reducir la brecha de productividad, a pesar de
todas las dificultades que puede traer consigo su uso como intoxicacién de
aplicadores, trabajadores de la agricultura y consumidores de alimentos
contaminados, muerte de peces y aves, destruccibn de habitats naturales,
contaminacion de aguas subterraneas, y la aparicion de resistencia por parte de las
plagas, debido al abuso en que son utilizados en forma general (Gémez-Arroyo y
col. 2013).

Debido al surgimiento de acciones regulatorias en cuanto al uso
indiscriminado de plaguicidas sintéticos dado a sus efectos perjudiciales, se han
establecido limites maximos permisibles de residuos de plaguicidas en los
alimentos para que puedan comercializarse y consumirse, esto a su vez propicia la
necesidad de productos adecuados para el manejo de plagas que afectan la
agricultura, pero con una gran disminucién de las afectaciones al medio ambiente y
a la salud humana (Isman, 2006).

En los ultimos afios la literatura ha reportado cientos de compuestos aislados
a partir del metabolismo secundario de las plantas que han mostrado actividad
plaguicida, y son una forma de eliminar en gran medida el uso de los plaguicidas
sintéticos. La mayoria de los productos comerciales botanicos se originaron a partir
de plantas tropicales y subtropicales debido a que las plantas en estas regiones
desarrollaron mecanismos de defensa contra plagas de insectos con una intensidad
mayor, lo que resulta en fuentes prometedoras de nuevas sustancias insecticidas
(Prakash y Rao 1997). Tal es el caso de plantas de género Salvia, que en México
se distribuyen ampliamente en areas con bosques de pino y encino, mesoéfilo y
selva baja caducifolia, aunque también manifiesta diversidad y endemismo notable

en zonas aridas y desérticas del pais (Cornejo e Ibarra, 2011).



1.3 Género Salvia

Salvia es el género mas diverso de la familia Lamiaceae, este género se
distribuye en zonas tropicales y subtropicales, al rededor del mundo existen cerca
de 900 especies distribuidas en regiones aproximadamente de la siguiente manera:
mediterraneo (250 spp.), Asia central (90 spp.), sudeste africano (30 spp.),
Sudamérica (210 spp.), finalmente centro y Norteamérica (320 spp.) (Walker y col.
2004). México es considerado mundialmente como una de las &reas con mayor
diversidad de este género, 307 especies (Martinez y col. 2013). Los estados con
mayor rigueza de especies son: Oaxaca, Guerrero, Puebla, Jalisco, Michoacéan,
Coahuila, Baja California Sur, Tamaulipas y San Luis Potosi (Cornejo e lbarra,
2011). Sus formas de crecimiento incluyen hierbas anuales y perennes, arbustos y
raramente, arbustos trepadores (Kamatou y col. 2008).

1.4 Generalidades de Salvia ballotiflora

Es un arbusto que alcanza 1.2-1.8 m de altura, las flores son de color azul y
purpura, miden 1.5-3.8 cm de largo y tienen los margenes ondulados o dentados
con tricomas sobre las superficies de las mismas, que les dan una textura asperay
se desarrollan desde abril a octubre (Cuadro 2) (BDMTM, 2014).

Cuadro 2. Clasificacion taxonémica de Salvia ballotiflora (IBUNAM, 2014)

Reino Plantae

Filo Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Lamiales

Familia Lamiaceae
Género Salvia

Especie Salvia ballotiflora

1.4.1 Distribucion geografica de Salvia ballotiflora
Es originaria del sur de Texas, en México se encuentra en zonas rocosas,
arenosas 0 zonas con matorrales de los estados de Querétaro, Nuevo Ledn,

Tamaulipas, San Luis Potosi, Chihuahua (Giménez y Gonzalez, 2011; Gonzalez y
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col, 2007).

1.5 Generalidades de Salvia connivens

Es un arbusto pequefio que alcanza una altura de 1.0 a 1.2 m, las hojas son
elipticas miden entre 2.5-3.5 cm, las flores se dan en espiga son color azul-violeta y
de forma acampanada (Cuadro 3) (BDMTM, 2014).

Cuadro 3. Clasificacion taxondmica de Salvia connivens (IBUNAM, 2014)

Reino Plantae

Filo Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Lamiales

Familia Lamiaceae
Género Salvia

Especie Salvia connivens

1.5.1 Distribucion geogréafica de Salvia connivens

En México se encuentra en zonas rocosas, arenosas o zonas con matorrales
de los de Hidalgo, Querétaro. También estan ampliamente distribuidas en San Luis

Potosi, Nuevo Ledn (Gonzalez y col. 2007).

1.6 Estudios realizados sobre el uso del género Salvia contra insectos

plaga.

Kotan y col. (2008) evaluaron la actividad insecticida del aceite esencial de
Salvia hidrangea a 10, 20, 30 y 40 yL sobre una superficie de 13.5 cm? de papel
Whatman del No.1 en el que se colocaron 20 adultos de Sitophilus granarius
(Coleoptera: Curculionidae) y 20 adultos de Tribolium confusum (Coleoptera:
Tenebrionidae). Este aceite presentd actividad insecticida contra S. granarius y T.
confusum al presentar viabilidad 31.5% y 25%, respectivamente, a 40 yL después
de 96 horas de exposicion. Fraga y col. (2005) reportaron la actividad
antialimentaria en larvas del 6% instar de Leptinotarsa decemlineata (Coleoptera:

Chrysomelidae), ocasionada los compuestos de extracto etandlico de las raices de
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S. broussenetti; Kouzi y col. (1996) encontraron que el aceite esencial de Salvia
esclarea (Lamiaceae) incorporado a la dieta artificial, presentd actividad
insectistatica sobre S. frugiperda. Estos autores observaron una reduccion en el
peso de la pupa de 13.5% respecto al control, a 250 ppm. Liu y col. (2013) probaron
el aceite esencial de las partes aéreas de Salvia umbratica (Lamiaceae) obteniendo

la DL, de 18.12 ug adulto™ al ser aplicado via topica sobre el térax dorsal de

Sitophilus zeamais (Coleoptera: Dryophthoridae). Souguir y col. (2013) evaluaron la
actividad insecticida, mediante la prueba de fumigaciéon del aceite esencial, de
hojas de S. officinalis sobre larvas de 1° instar de Spodoptera littoralis
(Lepidoptera: Noctuidae), obteniendo 100% de mortalidad a una concentracion de
100 pL L.

1.7 Compuestos quimicos del género salvia biologicamente activos.

Se ha reportado actividad desinflamatoria y antidiarreica en ratones por los
extractos de Salvia connivens atribuida a sustancias como alcaloides, taninos,
saponinas Yy triterpenos, compuestos quimicos de este género principalmente con
actividad insecticida, aunque también se ha demostrado actividad antidiarreica,
desinflamatoria y antibacteriana por parte de los extractos. De este género se han
identificado diversos compuestos, Azcan y col. (2004) identificaron del extracto
hexanico de las semillas de 12 especies de Salvia los acidos grasos: linoleico,
linolénico, oleico, palmitico y estearico; Fraga y col. (2005) obtuvieron de las raices
de Salvia brossonetti los terpenos brussonol, iguestol, 11-hidroxi-12-
metoxiabietatrieno, demetilsalvicanol, 7-oxodihidroabietano, ferruginol, sugiol,
taxodiona, deoxo-carnosol 12-metil eter, criptojaponol, demetil-criptojaponol,
inuroileanol, pisiferal, 14-deoxicoleon U y isomanool; Moghddam y col. (2008)
obtuvieron del extracto de éter dimetilico de partes aéreas de Salvia macrosiphon
cinco flavonoides: B—sitosterol, 6xido de 13-epimanoil, salvigenina, eupatorina y
daucosterol; (Nikolova y col. 2006) reportaron que los extractos aceténicos de las

partes aéreas de plantas del género Salvia, contienen los siguientes flavonoides:



salvigenina y cirsilineol en Salvia nemorosa; 3-metil quercetina éter, 3-metil
camferol, pachypodol, en Salvia glutinosa; luteolina y salvigenina en Salvia
scabiosifolia; luteolina, 3-metil quercetina éter y 3-metil camferol en Salvia ringens;
cirsilineol y salvigenina en Salvia tomentosa; ladancina y salvigenina en Salvia
argentea; luteolina y cirsiliol en Salvia officinalis; Kharazian (2014) realizé un
estudio a extractos metandlicos de hojas de plantas del género Salvia encontrando
los siguientes flavonoides: Para Salvia spinosa se tiene flavonas, flavonoles y
flavononas en S. macrosiphon; flavonas y flavonoles en Salvia reuterana; flavonas,
flavonoles y chalconas en Salvia sharifii; flavonas e isoflavonas en S. nemorosa;
flavonas e isoflavonas en Salvia virgata; flavonas y flavononas en Salvia syriaca;
isoflavonas en Salvia mirzayanii ; dihidroflavonoles, chalconas e isoflavonas en
Salvia multicaulis; flavonas, flavononas e isoflavonas en Salvia hydrangea;
dihidroflavonoles, chalconas, isoflavonas y flavonoles en Salvia atropatana;
chalconas, flavonoles, isoflavonas en Salvia limbata; flavonas, flavonoles y
isoflavones en Salvia ceratophylla; flavones, flavononas, flavonoles, isoflavonas y
chalconas en Salvia sclarea. Por otra parte, Pérez y col. (2013), aislaron del

extracto cloroférmico de Salvia ballotiflora el diterpeno 19-dioxi-icetexano.

1.8 Estudios toxicologicos

La importancia y preocupacion por el ambiente comenzé durante los afios
50's y 60°s dado que los plaguicidas son sustancias toxicas generalmente no
especificas y que se liberan intencionalmente al ambiente, sus posibles efectos
eran algo medianamente esperado; sin embargo, una vez que se comenzaron a
documentar sus impactos y efectos toxicos, asi como la existencia de muchos otros
contaminantes en el ambiente, los hallazgos fueron totalmente sorprendentes para
la comunidad cientifica dedicada a estos temas. La persistencia de los
contaminantes y la sensibilidad de las especies, eran aspectos que no se
consideraban para el manejo de las sustancias, es por esto que como una
extension de la toxicologia nace la ecotoxicologia (Ramirez y Mendoza, 2008).

Esta ciencia estudia los efectos de sustancias toxicas sobre los organismos
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individuales, se vale de dos herramientas basicas para realizar sus investigaciones:
el monitoreo ambiental y el monitoreo bioldgico. EI monitoreo ambiental es un
procedimiento para detectar la presencia y cuantificar las concentraciones de los
contaminantes en los diferentes compartimentos, incluyendo al aire, agua, suelo y
sedimentos. ElI monitoreo biolégico, desde el punto de vista de la ecotoxicologia,
consiste en evaluar los efectos adversos de los contaminantes sobre los individuos,
poblaciones, comunidades y ecosistemas que han estado expuestos. En este
sentido, se pueden aplicar pruebas en el laboratorio o realizar estudios en campo.
(INECC, 2015)

Un bioensayo de toxicidad es una prueba para establecer la relacion causa
efecto entre la presencia de contaminantes quimicos en el medio y los organismos
0 sistemas biolégicos expuestos a él, los biomarcadores son empleados dentro del
bioensayo para evaluar de forma temprana el efecto negativo de los contaminantes.
Entre los primeros estudios para evaluar la contaminacion en el medio acuatico se
encontraba la carpa dorada como biomarcador, pero debido a que esta es una
especie con mas resistencia a los contaminantes que otras, desde entonces se han
buscado especies acuaticas con una mayor sensibilidad para poder predecir los
impactos ambientales con una mejor certeza, las especies P. reticulata y B. rerio
son empleadas como indicadoras ecotoxicoldgicas por su hipersensibilidad a

sustancias extrafias al medio en que se desarrollan (Ramirez y Mendoza, 2008).

1.9 Generalidades de Poecilia reticulata

Poecilia reticulata mejor conocido como pez guppy es originario de Trinidad,
Barbados, Venezuela y el norte de Brasil. Se encuentra en todo Centroamérica,
Norteamérica en aguas calidas y Europa. Son peces que viven en aguas con
temperaturas entre los 20 y 28 °C, siendo la 6ptima 25°C. Los machos son mas
pequefios que las hembras y poseen sus aletas ventrales modificadas en la parte
inferior con forma de tubo, llamada gonopodio que utilizan para la cépula (Balon,
1990). Los machos adultos miden alrededor de 3 cm, mientras que las hembras

pueden alcanzar los 6 cm o incluso 8 en las variedades mas grandes (Allen, 1991).
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Las hembras alojan los huevos fertilizados en su interior, expulsando

posteriormente los alevines completamente desarrollados (Cuadro 4) (Balon, 1990).

Cuadro 4. Clasificacion taxonémica de Poecilia reticulata (Bailey y Burgess,

2002)

Reino Animalia

Filo Chordata

Clase Actinopteryqgii
Orden Cyprinodontiformes
Familia Poeciliidae

Género Poecilia

Especie Poecilia reticulata

1.9.1 Ciclo biolégico de Poecilia reticulata

Los peces guppy adultos por lo general viven de 2 a 3 afos, alcanzan la
madurez sexual a los 3 meses de vida, momento en el cual el macho ya habra
desarrollado una aleta anal modificada conocida como gonopodio, 6rgano mediante
el cual fecundara a la hembra (fecundacion interna).Los alevines abandonan el
vientre de la madre de 3 a 4 semanas de gestacion cuando estén minimamente
desarrollados y su primer esfuerzo lo dedicaran a esconderse en el fondo para
evitar a los depredadores, que en ocasiones pueden sus propios progenitores. La
hembra no realizara puesta alguna ya que es una especie ovovivipara, las hembras
tienen la capacidad de efectuar de 3 a 4 ciclos de gestacion por apareamiento, el
numero de alevines depende en gran medida del tamafio de la hembra, pudiendo

variar desde una decena a cerca de un centenar (Devezé y col. 2004).

1.10 Generalidades de Danio rerio

El registro del origen de Danio rerio (pez cebra) no es especifico ya que van
desde el oeste Pakistan y el este Birmania, al norte de Nepal y el estado de
Karnataka perteneciente a la India.

Los individuos adultos suelen tener entre 3y 5 cm de largo y 1 cm de ancho
dependiendo de las condiciones ambientales. Tiene una forma alargada con una
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aleta dorsal. En los costados presenta entre 5 y 9 bandas de color azulado que se
superponen al color de fondo que en los machos es dorado y en las hembras
plateado. Es un animal omnivoro que se alimenta de larvas de mosquito y de otras
especies de insectos (zooplancton) y también de algas microscépicas (fitoplancton).
En el acuario, se mantienen a una temperatura de entre 22 y 30 °C, pH del agua
neutro (~7) y de 5° a 10° dGH de dureza (Spence y col, 2008) (Cuadro 5).

Cuadro 5. Clasificacion taxondmica de Danio rerio (Spence y col, 2008).

Reino Animalia

Filo Chordata
Clase Actinopteryqgii
Orden Cipriniformes
Familia Cyprinidae
Género Danio
Especie Danio rerio

1.10.1 Ciclo bioldgico de Danio rerio

Estos peces viven en promedio 3.5 afios, Es una especie ovipara y la puesta
de huevos ocurre en los margenes de los rios. Los huevos suelen eclosionar 3 dias
a partir de la fertilizacion y, a los 5 0 6 meses, los individuos llegan a la madurez
reproductiva pasando de alevin a adulto. En el laboratorio, las hembras pueden
poner entre 200 y 300 huevos, el desarrollo embrionario tiene lugar en 24 horas y
las larvas empiezan a alimentarse independientemente a los 5 dias. En condiciones

optimas, el tiempo de generacion, de huevo a huevo, es de 3 meses. (CSIC, 2011).
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2.HIPOTESIS

Los extractos metandlicos, cloroféormicos y hexanicos de Salvia ballotiflora y
Salvia connivens contienen metabolitos secundarios como son los compuestos
fendlicos, los cuales presentaran actividad toxicolégica sobre Poecilia reticulata y

Danio rerio.

3.0BJETIVOS

3.1. General
Determinar la actividad toxicologica de los extractos de Salvia ballotiflora y

Salvia connivens sobre Poecilia reticulata y Danio rerio.

3.2. Especificos
1) Evaluar la actividad toxicologica por exposicion aguda a mezclas de
metabolitos secundarios, sobre Poecilia reticulata y Danio rerio obtenidos
con hexano, cloroformo y metanol de las partes aéreas de Salvia connivens y

Salvia ballotiflora.

2) Identificar al menos un principio activo de mayor abundancia en la mezcla
de metabolitos secundarios y determinar la actividad toxicologica de este

sobre Poecilia reticulata y Danio rerio.

4.METODOLOGIA

4.1 Evaluacién de la actividad toxicolégica por exposicion aguda a mezclas de
metabolitos secundarios, sobre Poecilia reticulata y Danio rerio obtenidos con
hexano, cloroformo y metanol de las partes aéreas de Salvia connivens y Salvia

ballotiflora.
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4.1.1 Colecta del material vegetal.

Se colectaron las partes aéreas de S. ballotiflora y de S. connivens en el
municipio de Guadalcazar, San Luis Potosi, cuya localizacion se encuentra entre
las coordenadas 22°37 latitud norte y 100°24" longitud oeste a una altura promedio
de 1640 msnm. Los especimenes muestreados de las plantas fueron autentificados
por el taxdbnomo José Garcia Pérez en el herbario Isidro Palacios de la Universidad
Auténoma de San Luis Potosi, y se dejaron secar a la sombra durante 15 dias a

temperatura ambiente y posteriormente se molieron.

4.1.2 Obtencién del extracto

Para obtener los extractos de diferente polaridad se utilizaron 100 g de las
partes aéreas de S. ballotiflora y S. connivens previamente secas y molidas,
colocandolas en un matraz bola con 500 mL de hexano en posicion de reflujo
durante 4 h, posteriormente los extractos fueron filtrados al vacio en un matraz
Kitasato de y embudo buchner, el disolvente se elimind a presion reducida usando
un evaporador rotatorio. Siguiendo esta misma metodologia, se trabajaron los
extractos con metanol y cloroformo (Pérez y col. 2009).

Posteriormente se hicieron pruebas de toxicidad preliminares en los peces
para cada uno de los extractos obtenidos de S. ballotiflora y S. connivens,
realizandose pruebas con cinco concentraciones logaritmicas 1,000, 100, 10, 1y

0.1 ppm

4.1.3 Origen de los peces

Los especimenes de Poecilia reticulata y Danio rerio fueron provistos de una
colonia establecida en el Laboratorio de Analisis Quimico del Alimento Vivo en la

Universidad Autonoma Metropolitana - Xochimilco.

4.1.4 Aclimatacién y acondicionamiento
La aclimatacion de los peces se realiz6 por 14 dias, siendo colocados en
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peceras de vidrio de 90 cm de largo x 40 cm ancho x 30 cm alto, introduciendo
plantas acuaticas (Elodea sp.) para evitar el estrés de los peces (lannacone y col.
2007). En un medio de agua semidura reconstituida (Cuadro 6), los peces fueron
alimentados con hojuelas para peces marca Wardley. La temperatura de las
peceras oscilé entre los 28 + 3°C.

4.1.5 Bioensayo con larvas de Poecilia reticulata

Este ensayo fue de tipo estético, sin renovacion de la solucién de la prueba,
con una duracién total de 96 horas. Se tomaron registros de mortalidad a las 1, 3, 6,
12, 24, 48, 72 y 96 horas, anotando esta informacién en una bitacora disefiada para
tal propésito. Como agua de dilucion se empled agua reconstituida de tipo semidura
(80 a 100 mgL* como CaCO,) (USEPA, 2002), ya que la especie se desarrolla

satisfactoriamente en este tipo de agua. Siguiendo el modelo propuesto de ensayos
de toxicidad de (Martinez y Espinoza, 2008) y tomando en consideracion una
representatividad muestral procurando el menor uso de organismos posible, las
pruebas se realizaron exponiendo 3 larvas por unidad experimental con 4
repeticiones para un total de 12 determinaciones por concentracion, es decir, de un
total de 5 concentraciones se emplearan por cada repeticion 15 especimenes para
cada tipo de extracto (metandlico, cloroférmico y hexanico).

La evaluacidon toxicologica se realizé con los valores de mortalidad e
inmovilidad a 96 horas, se construyeron cuadros de mortalidades acumuladas a
todos los tiempos en que se hicieron las determinaciones; con los datos totales a

las 96 horas se hizo la estimacioén de la CL,,.

Cuadro 6. Composicion del agua semidura reconstituida (Martinez y Espinoza,
2008).

Reactivos grado analitico (mgL-t) en agua destilada. Caracteristicas
finales.

;Igﬁ?a de NaHCOs3 CaS04 2H20 MgSOg4 KCI pH Dureza

Semidura 96 60 60 4 7.4-7.8 80-100
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4.1.6 Bioensayo con embriones de Danio rerio

Los embriones son expuestos individualmente en microplacas de 24 pozos.
La prueba inicié inmediatamente después de la fertilizacién y continué por 48h
usando 5 concentraciones diferentes con la apropiada muestra control.
Exponiendo 4 embriones individualmente por cada concentracion con 4 réplicas
respectivas (16 determinaciones). Se usaron 20 pozos de cada microplaca para las
pruebas de exposicién y se dejaron 4 pozos como prueba control usando 2 mL de
solucién.

El recuento de embriones vivos o muertos a lo largo de la prueba se realizé

mediante el criterio de 4 puntos apicales. (Cuadro 7).

Cuadro 7. Puntos apicales de toxicidad aguda en embriones de Brachydanio

rerio. Las 24/48hrs son los tiempos minimos de observacién (OECD, 2006).

Tiempo de exposicion

Puntos apicales 4h 8h 12h 16h 24h 36h  48h
Numero de huevos oculados + + + + + + +
Formacion de segmentos + + + +
Cola detallada + + +
Presencia de latido cardiaco + +

Los huevos que no presentaron las caracteristicas descritas se consideraron
muertos al tiempo correspondiente. Con los datos de mortalidad se estimé la CLso

mediante el andlisis probit del paquete estadistico SYSTAT 9.0.

4.1.7 Bioensayo con peces adultos

Los guppies y cebras usados en los bioensayos se tomaron de la colonia a
partir de la segunda semana de aclimatacion. Se verific6 que los peces
seleccionados no presentaran ningun signo de lesion o enfermedad (hemorragias,
patequias, nado erratico, entre otros) para su uso en los ensayos toxicoldgicos. Las

pruebas de toxicidad se realizaron con 4 repeticiones, y cinco concentraciones
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mas el control. Las lecturas definitivas de pruebas toxicoldgicas se realizaron a las
1, 3, 6, 12, 24, 48, 72 y 96 hrs de exposicion, registrando valores de mortalidad o
inmovilidad. Los peces no se alimentaron durante los bioensayos, con los datos de
mortalidad a las 96 hrs se estimo la CL.,. Por el mismo motivo, en este ensayo con

adultos, se usaron también 3 peces para cada una de las concentraciones de cada
uno de los extractos (12 determinaciones con las réplicas respectivas). Los grupos
de 3 organismos se colocaron al azar en recipientes plasticos circulares de 250 mL
con las respectivas concentraciones y el control. Este tamafio del envase se

seleccion6 debido a que los ensayos son de corta duracion (lannacone y col. 2007).

4.2 Identificacion de principio activo de mayor abundancia en la mezcla de

metabolitos secundarios.

La identificacion del acido rosmarinico se realizd en un equipo de
cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC, por sus siglas en inglés) marca
Waters integrado por una bomba cuaternaria de entrega de disolventes modelo
600, acoplada a un sistema de deteccion de arreglo de diodos, modelo 2998
(Waters), de absorcion de luz ultravioleta. El equipo utilizado esta provisto de un
inyector manual Rheodyne 7725i y un degasificador electronico de cuatro canales
(Metachem Technologies Inc.). La adquisicion y el procesamiento de datos se

llevaron a cabo utilizando el programa Empower2 (Waters).

Las condiciones utilizadas para este analisis fueron: una columna ZORBAX
Eclipse XDB-C18 (3.5 um, 150 x 4.6 mm d.i.) con pre-columna marca Agilent, como
fase estacionaria ; y como fase movil una mezcla de acido acético 0.0125 N-
acetonitrilo, (el gradiente utilizado se explica en el Cuadro 8); el flujo fue de: 0.7 mL
min -1; A de deteccion se ajusté a: 280 nm; muestra inyectada: 20 uL; tiempo de

andlisis: 40 minutos.
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Cuadro 8. Gradiente utilizado en la identificacion de compuestos fendlicos en

el extracto metandlico de las partes aéreas de Salvia ballotiflora.

Tiempo (min) Composicion de la fase movil
Acido acético 0.0125 N CHsCN
0 95% 5%
2 95% 5%
5 85% 15%
20 50% 50%
25 95% 5%
35 95% 5%

Las muestras analizadas se prepararon de la siguiente manera: se peso 1
mg de cada estandar de los compuestos fendlicos (Sigma-Aldrich) (Cuadro 9) y un
1 mg de extracto metandlico de S. ballotiflora, para preparar diluciones finales de
0.1 pg UL-1; los estandares y el extracto metandlico de las partes aéreas de S.
ballotiflora se disolvieron en 1 mL de metanol grado HPLC. Posteriormente, se
filtraron las soluciones en acrodiscos con tamafio de poro de 45 um y diametro de

25 mm (Agilent Technologies).

Se determind de manera individual el tiempo de retencion de cada uno de los
compuestos fendlicos utilizados como estandares y, bajo las mismas condiciones
cromatograficas se analiz6 la composicion del extracto metandlico de las partes
aéreas de S. ballotiflora. Teniendo en cuenta que los tiempos de retencién pueden
variar ligeramente de una inyeccion a otra se realizaron los analisis por triplicado.
Como criterio adicional, y dentro del marco de los desplazamientos batocromicos e
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ipsocromicos por efecto de disolventes e interacciones de los metabolitos, se

compararon los espectros UV-visible de los picos de interés.

Cuadro 9. Estandares utilizados en el anélisis de compuestos fendlicos.

Estandar
Acido gélico Miricetina
Acido rotocatéquico Luteolina
Acido rosmarinico Quercetina
(+)-catequina Apigenina
Hesperidina Hesperetina
Rutina Kaempferol

Acido p-cumarico

4.3 Residuos

Los residuos biologicos (peces muertos) fueron manejados de acuerdo a la
norma NOM-087-SEMARNAT-SSA1-2002 y de acuerdo al convenio de residuos
peligrosos que tiene la Facultad de Quimica con una empresa privada. Los peces
seran guardados debidamente en bolsas plasticas para residuos bioldgicos,
después puestos en un congelador destinado para ese uso y puestos a disposicion

de la empresa contratada por esta Facultad.

El agua contaminada con los extractos anteriormente descritos en la
metodologia, fue almacenada debidamente en tambos de plastico en la
clasificacion de residuos organicos, que posteriormente son llevados al almacén
temporal de residuos peligrosos de la Facultad de Quimica y puestos a disposicion

de una empresa privada.
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5. RESULTADOS Y DISCUSIONES

5.1 Efecto toxicologico de extractos de Salvia ballotiflora en adultos Poecilia
reticulata.

5.1.1 Extracto metandlico de Salvia ballotiflora

El efecto del extracto metandlico de las partes aéreas de S. ballotiflora en
adultos de Poecilia reticulata mostré que la mortalidad total acumulada hasta las 96
horas fue de 16.67, 100 y 100% a concentraciones de 125, 250 y 500 mg L*
respectivamente, el control negativo (0 mg L) no presenté mortalidad. La CLso
para adultos fue de 140.19 mg L' y puede apreciarse el efecto de mortalidad a
partir de las 3h de exposicion. (Cuadro 10).

Cuadro 10. Actividad toxicoldgica del extracto metandlico de las partes aéreas
de Salvia ballotiflora sobre adultos de Poecilia reticulata.

Concentracion Mortalidad (%)

(mg L?) 1h  3h 6h 12h 24h 48h 72h 96h Total

500 0O 5 50 - - - - - 100+ND
250 ) 0 4167 58.33 - - - 100+ND
125 ) 0 0O 833 0 833 0 1667+11.24
62.5 ) 0 0 0 0 0o o0 0+ND
31.2 ) 0 0 0 0 0O o0 0+ND

0 ) 0 0 0 0 0O o0 0+ND
CLso 140.19 mg L

Resultados son el promedio de 12 determinaciones * error estandar de la media. P<0.001. CLso

Concentracion letal media.
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5.1.2 Extracto cloroférmico de Salvia ballotiflora

El efecto del extracto cloroférmico de las partes aéreas de S. ballotiflora en

adultos de Poecilia reticulata mostré que la mortalidad total acumulada hasta las 96
horas fue de 8.33, 16.67, 8.33, 41.67 y 50% a concentraciones de 31.2, 62.5, 125,
250 y 500 mg L™ respectivamente, el control negativo (0 mg L) no presentd efecto

de mortalidad. La CLso para adultos fue de 467.73 mg L*, los efectos se

presentaron hasta después de las 12 horas de exposicion (Cuadro 11).

Cuadro 11. Actividad toxicolédgica del extracto cloroformico de las partes
aéreas de Salvia ballotiflora sobre adultos de Poecilia reticulata.

Concentracion

Mortalidad (%)

(mg L) 1h  3h 6h 12h 24h 48h 72h 96h Total
500 0 0 0 0 25 833 833 833  50+ND
250 0 0 0 25 0 0 8.33 833 41.67+ND
125 0 0 0 0 833 O 0o o0 8.33+tND
62.5 0 0 0 0 833 833 0 0  16.67+ND
31.2 0 0 0 0 0 0 0 833 8.33tND
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0+ND
CLso 467.73 mg L

Resultados son el promedio de 12 determinaciones * error estandar de la media. P<0.001. CLso

Concentracion letal media.
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5.2 Efecto toxicologico de extractos de Salvia connivens en peces adultos de
Poecilia reticulata.

5.2.1 Extracto metandlico de Salvia connivens

El efecto del extracto metandlico de las partes aéreas de S. connivens en
peces adultos de P. reticulata mostr6é que la mortalidad total acumulada hasta las 96
horas fue de 16.67, 16.67, 8.33, 83.33 y 100% a concentraciones de 31.2, 62.5,
125, 250 y 500 mg L respectivamente, con efectos de mortalidad a partir de las
3horas, el control negativo (0 mg L) no presenté efecto de mortalidad. La CLso
para adultos fue de 203.64 mg Lt (Cuadro 12)

Cuadro 12. Actividad toxicoldgica del extracto metandlico de las partes aéreas

de Salvia connivens sobre adultos de Poecilia reticulata.

Concentracion Mortalidad (%)
(mg L) 1h 3h 6h 12h 24h 48h 72h 96h  Total
500 0 100 - - - - - - 100
250 0O 25 0 4165833 O 8.33 0 83.33
125 0 0 0 0 0O 833 0 0 8.33
62.5 0 0 0 0 8.33 833 0 0 16.67
31.2 0 0 0O 833 0 833 0 0 16.67

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Clso 179.3mg L?

Resultados son el promedio de 12 determinaciones + error estandar de la media. P<0.121. CLso

Concentracion letal media.
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5.2.2 Extracto cloroférmico de Salvia connivens

El efecto del extracto cloroférmico de las partes aéreas de S. connivens en
peces adultos de P. reticulata mostr6é que la mortalidad total acumulada hasta las 96
horas fue de 8.33, 8.33, 75y 100% a concentraciones de 62.5, 125, 250 y 500 mg
Lt respectivamente, con efectos de mortalidad a partir de las 6 horas de
exposicion, el control negativo (0 mg L) no presentd efecto de mortalidad. La CLso
para adultos fue de 203.64 mg L (Cuadro 13).

Cuadro 13. Actividad toxicol6gica del extracto cloroférmico de las partes

aéreas de Salvia connivens sobre adultos de Poecilia reticulata.

Concentracion Mortalidad (%)
(mg L) 1h 3h 6h 12h 24h 48h 72h 96h Total
500 o o0 100 - - - - - 100+ND
250 0O 0O 0 833 0 1667 1667 33.33 75+18.75
125 o 0 0O O O 0 833 0 833833
62.5 O 0 0 0 0 O 0 8.33 8.33t8.33
31.2 O 0 0 0 0 O 0 0 0+ND
0 O 0 0 0 0 O 0 0 0+ND
CLso 203.64 mg L

Resultados son el promedio de 12 determinaciones + error estandar de la media. P<0.121. CLso

Concentracion letal media.

23



5.2.3 Extracto hexanico de Salvia connivens

El efecto del extracto hexanico de las partes aéreas de S. connivens en
peces adultos de P. reticulata mostr6 efectos de mortalidad a partir de las 6 horas,
la mortalidad total acumulada a las 96 horas fue de 8.33, 8.33, 16.67 y 41.67% a
concentraciones de 31.2, 62.5, 250 y 500 mg L respectivamente, el control
negativo (0 mg L) no present6 efecto de mortalidad. La CLso para adultos fue de
775.68 mg L (Cuadro 14).

Cuadro 14. Actividad toxicologica del extracto hexanico de las partes aéreas
de Salvia connivens sobre adultos de Poecilia reticulata.

Concentracion Mortalidad (%)

(mg L?) 1h  3h 6h 12h 24h 48h 72h 96h Total

500 O O 833 0 833 25 0 0 41.67+14.87
250 ) 0 833 833 0 0 0 16.67+11.24
125 ) 0 0o 0 0 0o o0 0+ND
62.5 ) 0 O O 833 0 0 833#833
31.2 ) 0 O O 833 0 0 833#833

0 ) 0 0o 0 0 0O o0 0+ND
CLso 775.68 mg L

Resultados son el promedio de 12 determinaciones + error estandar de la media. P<0.121. CLso

Concentracion letal media.
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5.3 Efecto toxicologico de extractos de Salvia ballotiflora en alevines de
Poecilia reticulata.

5.3.1 Extracto metandlico de Salvia ballotiflora

El efecto del extracto metandlico de las partes aéreas de S. ballotiflora en
alevines de P. reticulata mostr6 que la mortalidad total acumulada hasta las 96
horas fue de 25, 66.66, 91.67, 100 y 100% a concentraciones de 31.2, 62.5, 125,
250 y 500 mg L respectivamente, con efectos de mortalidad a partir de las 3horas,
el control negativo (0 mg L?) no presenté efecto de mortalidad. La CLso para
alevines fue de 58.46 mg L (Cuadro 15).

Cuadro 15. Actividad toxicolégica del extracto metandlico de las partes
aéreas de Salvia ballotiflora sobre alevines de Poecilia reticulata.

Concentracion Mortalidad (%)

(mg L?) 1h  3h 6h 12h 24h 48h 72h 96h Total

500 0 33.33 16.67 50 - - - - 100+ND
250 0 8.33 16.67 16.67 33.33 16.67 8.33 - 100£ND
125 0 0 0 1667 0 4167 3333 O 91.67+8.33
62.5 0 0 0 833 0 3333 25 0 66.66+£14.21
31.2 0 0 0 0 0 8.33 0 16.67 25+13.87
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0xND
CLso 58.46 mg L

Resultados son el promedio de 12 determinaciones + error estandar de la media. P<0.121. CLso

Concentracion letal media.
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5.4 Efecto toxicologico de extractos de Salvia connivens en adultos de Danio
rerio.

5.4.1 Extracto metandlico de Salvia connivens

El efecto del extracto metandlico de las partes aéreas de S. connivens en
adultos de D. rerio mostré que la mortalidad total acumulada hasta las 96 horas fue
de 8.33, 16.67, 100 y 100% a concentraciones de 62.5, 125, 250 y 500 mg L*
respectivamente, con efectos de mortalidad desde la primera hora de exposicion, el
control negativo (0 mg L) no present6 efecto de mortalidad. La CLso para adultos
fue de 154.22 mg L (Cuadro 16).

Cuadro 16. Actividad toxicoldégica del extracto metandlico de las partes
aéreas de Salvia connivens sobre adultos de Danio rerio.

Concentracion Mortalidad (%)

(mg L?) 1h  3h 6h 12h 24h 48h 72h 96h Total

500 75 25 - - - - - - 100
250 O 0 5 50 - - - - 100
125 o 0 0 0 0 833 833 0 16.67
62.5 o 0 0 0 0O 833 0 0 8.33
31.2 0O 0 0 0 0 0 0 0 0

0 0O 0 0 0 0 0 0 0 0
CLso 154.22 mg L

Resultados son el promedio de 12 determinaciones + error estandar de la media. P<0.121. CLso

Concentracion letal media.
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5.4.2 Extracto cloroférmico de Salvia connivens

El efecto del extracto cloroférmico de las partes aéreas de S. connivens en

adultos de D. rerio mostré que la mortalidad total acumulada hasta las 96 horas fue
de 8.33, 8.33, 83.33, 100 y 100% a concentraciones de 31.2, 62.5, 125, 250 y 500
mg L respectivamente, respuestas de mortalidad desde la primera hora, el control

negativo (0 mg L) no presentd efecto de mortalidad. La CLso para adultos fue de

95.24 mg L* (Cuadro 17).

Cuadro 17. Actividad toxicolégica del extracto cloroféormico de las partes
aéreas de Salvia connivens sobre adultos de Danio rerio.

Concentracion

Mortalidad (%)

(mg L) 1h  3h 6h 12h 24h 48h 72h 96h Total
500 100 - - - - - - - 100
250 25 25 50 - - - - - 100
125 0 833 0 4167 833 833 1667 O 83.33
62.5 0 833 0 0 0 0 0o 0 8.33
31.2 0 0 0 0 0 0 833 0 8.33

0 0 0 0 0 0 0 0o 0 0
CLso 95.24 mg L

Resultados son el promedio de 12 determinaciones + error estandar de la media. P<0.121. CLso

Concentracion letal media.
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5.5 Efecto toxicoldgico de extractos de Salvia ballotiflora en adultos de Danio
rerio.

5.5.1 Extracto metandlico de Salvia ballotiflora

El efecto del extracto metandlico de las partes aéreas de S. ballotiflora en
adultos de D. rerio mostré que los efectos de mortalidad se presentan a las 3 horas
y la mortalidad total acumulada hasta las 96 horas fue de 25, 25, 50, 100 y 100% a
concentraciones de 31.2, 62.5, 125, 250 y 500 mg L respectivamente, el control
negativo (0 mg L) no present6 efecto de mortalidad. La CLso para adultos fue de
108.57 mg L (Cuadro 18).

Cuadro 18. Actividad toxicoldgica del extracto metandlico de las partes
aéreas de Salvia ballotiflora sobre adultos de Danio rerio.

Concentracion Mortalidad (%)

(mg L?) 1h  3h 6h 12h 24h 48h 72h 96h Total

500 0o 100 - - - - - - 100
250 o 0 75 25 - - - - 100
125 O 0 833 833 0 1667 O 16.67 50
62.5 0 833 0 0 0O 833 0 833 25
31.2 0O 0 0 0 0 833 1667 O 25

0 0O 0 0 0 0 0 0 0 0
CLso 108.57 mg L

Resultados son el promedio de 12 determinaciones + error estandar de la media. P<0.121. CLso

Concentracion letal media.
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5.5.2 Extracto cloroférmico de Salvia ballotiflora

El efecto del extracto cloroformico de las partes aéreas de S. ballotiflora en
adultos de D. rerio mostré que la mortalidad total acumulada hasta las 96 horas fue
de 25, 25, 50, 100 y 100% a concentraciones de 31.2, 62.5, 125, 250 y 500 mg L
respectivamente, con registros de mortalidad desde la primera hora, el control
negativo (0 mg L) no present6 efecto de mortalidad. La CLso para adultos fue de
108.57 mg L (Cuadro 19).

Cuadro 19. Actividad toxicolégica del extracto cloroféormico de las partes
aéreas de Salvia ballotiflora sobre adultos de Danio rerio.

Concentracion Mortalidad (%)

(mg L?) 1h  3h 6h 12h 24h 48h 72h 96h Total

500 100 0 - - - - - - 100
250 50 50 - - - - - - 100
125 0 100 - - - - - - 100
62.5 0 3333 25 25 8.33 0 0 0 91.66
31.2 0 0 0 0 8.33 16.67 833 O 33.33

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
CLso 39.22mg L

Resultados son el promedio de 12 determinaciones + error estandar de la media. P<0.121. CLso

Concentracion letal media.
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5.5.3 Extracto hexanico de Salvia ballotiflora

El efecto del extracto hexanico de las partes aéreas de S. ballotiflora en
adultos de D. rerio mostré que la mortalidad total acumulada hasta las 96 horas fue
de 100, 100, 100, 100 y 100% a concentraciones de 31.2, 62.5, 125, 250 y 500 mg
L respectivamente, mortalidades registradas desde la hora 1, el control negativo (0
mg L) no presentd efecto de mortalidad. La CLso para adultos fue de 18.27 mg L
(Cuadro 20).

Cuadro 20. Actividad toxicolégica del extracto hexanico de las partes aéreas
de Salvia ballotiflora sobre adultos de Danio rerio.

Concentracion Mortalidad (%)

(mg L?) 1h  3h 6h 12h 24h 48h 72h 96h Total

500 100 - - - - - - - 100
250 58.33 41.67 - - - - - - 100
125 0 100 - - - - - - 100
62.5 0 41.67 41.67 16.67 - - - - 100
31.2 0 8.33 16.67 75 - - - - 100

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
CLso 18.27 mg L?

Resultados son el promedio de 12 determinaciones + error estdndar de la media. P<0.121. CLso

Concentracion letal media.
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5.6 Efecto toxicologico de extractos de Salvia connivens en embriones de
Danio rerio.

5.6.1 Extracto metandlico de Salvia connivens

El efecto del extracto metandlico de las partes aéreas de S. connivens en
embriones de D. rerio mostrd que la mortalidad total acumulada hasta las 48 horas
fue de 25, 25, 25, 50 y 100% a concentraciones de 31.2, 62.5, 125, 250 y 500 mg L-
! respectivamente, efectos de mortalidad desde las 8hrs, el control negativo (0 mg
L'Y) no present6 efecto de mortalidad. La CLso para los embriones fue de 208.38 mg
Lt (Cuadro 21).

Cuadro 21. Actividad toxicoldgica del extracto metandlico de las partes
aéreas de Salvia connivens sobre embriones de Danio rerio.

Concentracion Mortalidad (%)
(mg L) 4h 8h 12h 16h  24h  36h 48h Total
500 0 25 50 25 - - - 100
250 0 25 25 0 0 0 0 50
125 0 0 0 25 0 0 0 25
62.5 0 25 0 0 0 0 0 25
31.2 0 25 0 0 0 0 0 25
0 0 0 0 0 0 0 0 0
CLso 208.38 mg L?

Resultados son el promedio de 16 determinaciones + error estandar de la media. P<0.121. CLso
Concentracion letal media.
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5.6.2 Extracto cloroférmico de Salvia connivens

El efecto del extracto cloroformico de las partes aéreas de S. connivens en
embriones de D. rerio mostrd que la mortalidad total acumulada hasta las 48 horas
fue de 75, 75, 100, 100 y 100% a concentraciones de 31.2, 62.5, 125, 250 y 500 mg
L' respectivamente, apreciandose efectos de mortalidad desde las 4 horas de
exposicion, el control negativo (0 mg L) no presentd efecto de mortalidad. La CLso

para los embriones fue de 32.60 mg L (Cuadro 22).

Cuadro 22. Actividad toxicolégica del extracto cloroféormico de las partes
aéreas de Salvia connivens sobre embriones de Danio rerio.

Concentracion Mortalidad (%)
(mg L) 4h 8h 12h 16h  24h  36h 48h Total
500 25 0 75 - - - - 100
250 25 0 75 - - - - 100
125 25 0 75 - - - - 100
62.5 0 0 75 0 0 0 0 75
31.2 0 0 75 0 0 0 0 75
0 0 0 0 0 0 0 0 0
CLso 32.60 mg L

Resultados son el promedio de 16 determinaciones + error estandar de la media. P<0.121. CLso
Concentracion letal media.
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5.6.3 Extracto hexanico de Salvia connivens

El efecto del extracto hexanico de las partes aéreas de S. connivens en
embriones de D. rerio mostrd que la mortalidad total acumulada hasta las 48 horas
fue de 25 y 100% a concentraciones de 125 y 500 mg L* respectivamente, con
efectos de mortalidad a partir de las 12 horas, el control negativo (0 mg L) no
presentd efecto de mortalidad. La CLso para los embriones fue de 32.60 mg L*
(Cuadro 23).

Cuadro 23. Actividad toxicolégica del extracto hexanico de las partes aéreas
de Salvia connivens sobre embriones de Danio rerio.

Concentracion Mortalidad (%)
(mg L) 4h 8h 12h 16h  24h  36h  48h Total
500 0 0 25 50 25 - - 100
250 0 0 0 0 0 0 0 0
125 0 0 25 0 0 0 0 25
62.5 0 0 0 0 0 0 0 0
31.2 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0
CLso 318.81 mg L

Resultados son el promedio de 16 determinaciones + error estandar de la media. P<0.121. CLso
Concentracion letal media.
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5.7 Efecto toxicologico de extractos de Salvia ballotiflora en embriones de
Danio rerio.

5.7.1 Extracto metandlico de Salvia ballotiflora

El efecto del extracto metandlico de las partes aéreas de S. ballotiflora en
embriones de D. rerio mostrd que la mortalidad total acumulada hasta las 48 horas
fue de 75, 81.25, 75, 75 y 100% a concentraciones de 31.2, 62.5, 125, 250 y 500
mg L? respectivamente, el control negativo (0 mg L) no present6 efecto de
mortalidad. La CLso para los embriones fue de 33.17 mg L (Cuadro 24).

Cuadro 24. Actividad toxicoldgica del extracto metandlico de las partes
aéreas de Salvia ballotiflora sobre embriones de Danio rerio.

Concentracién Mortalidad (%)
(mg L) 4h 8h 12h 16h  24h  36h  48h Total
500 0 0 375 625 - - - 100
250 0 6.25 25 4375 0 0 0 75
125 0 0 6.25 6875 O 0 0 75
62.5 0 0 18.75 625 0 0 0 81.25
31.2 0 0 125 625 O 0 0 75
0 0 0 0 0 0 0 0 0
CLso 33.17 mg L

Resultados son el promedio de 16 determinaciones + error estandar de la media. P<0.121. CLso
Concentracion letal media.
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5.7.2 Extracto cloroférmico de Salvia ballotiflora

El efecto del extracto cloroformico de las partes aéreas de S. ballotiflora en
embriones de D. rerio mostrd que la mortalidad total acumulada hasta las 48 horas
fue de 6.25, 100 y 100% a concentraciones de 31.2, 250 y 500 mg L*
respectivamente, el control negativo (0 mg L) no present6 efecto de mortalidad. La
CLso para los embriones fue de 173.22 mg L (Cuadro 25).

Cuadro 25. Actividad toxicolégica del extracto cloroféormico de las partes
aéreas de Salvia ballotiflora sobre embriones de Danio rerio.

Concentracion Mortalidad (%)
(mg L) 4h 8h 12h 16h  24h  36h  48h Total
500 0 0 0 100 - - - 100
250 0 0 0 100 - - - 100
125 0 0 0 0 0 0 0 0
62.5 0 0 0 0 0 0 0 0
31.2 6.25 0 0 0 0 0 0 6.25
0 0 0 0 0 0 0 0 0
CLso 173.90 mg L

Resultados son el promedio de 16 determinaciones + error estdndar de la media. P<0.121. CLso

Concentracion letal media.
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5.7.3 Extracto hexanico de Salvia ballotiflora

El efecto del extracto hexanico de las partes aéreas de S. ballotiflora en
embriones de D. rerio mostrd que la mortalidad total acumulada hasta las 48 horas
fue de 25, 75, 100, 100 y 100% a concentraciones de 31.2, 62.5, 125, 250 y 500 mg
L respectivamente, efectos de mortalidad a partir de 8horas, el control negativo (0
mg L) no presenté efecto de mortalidad. La CLso para los embriones fue de 47.41
mg L (Cuadro 26).

Cuadro 26. Actividad toxicolégica del extracto hexanico de las partes aéreas
de Salvia ballotiflora sobre embriones de Danio rerio.

Concentracion Mortalidad (%)
(mg L) 4h 8h 12h 16h  24h  36h  48h Total
500 0 50 50 - - - - 100
250 0 0 100 - - - - 100
125 0 0 875 125 - - - 100
62.5 0 0 25 125 375 O 0 75
31.2 0 0 0 25 0 0 0 25
0 0 0 0 0 0 0 0 0
CLso 47.41 mg L

Resultados son el promedio de 16 determinaciones + error estdndar de la media. P<0.121. CLso

Concentracion letal media.
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5.8 Resultados de HPLC

Por analisis de los cromatogramas del extracto metandlico de las partes
aéreas de S. ballotiflora se identific6 como compuesto mayoritario al acido
rosmarinico (C1sH160s), que pertenece a los compuestos acidos fendlicos (Figura
1). El pico de &cido rosmarinico estandar tuvo un tiempo de retencion de 19.68 min
(Cuadro 27; Figura 2), siendo el compuesto mayoritario en el extracto (Figura 3). El
acido rosmarinico ha mostrado actividad insecticida contra Acanthoscelides
obtectus (Regnault-Roger y col. 2004), antimicrobiana en Pythium ultimum (Bais y
col. 2002), nematicida contra Bursaphelenchus xylophylus, como antibacterial
contra Klebsiella sp, Stenotrophomonas maltophilia, Streptomyces sp y Pantoea
agglomerans (Wang y col. 2012), sobre Brotritis cinerea, Pestalotiopsis magniferae,

Penicillium citrinum y Alternaria kikuchiana (Guo y col. 2004).

Figura 1. Estructura del &cido rosmarinico

Cuadro 27. Valores promedio de tres determinaciones de los tiempos de

retenciéon del andlisis por HPLC del extracto metandlico de Salvia ballotiflora.

_ Muestra Tiempo de retencién
Acido rosmarinico (estandar) 19.688 + 0.38
Extracto CH3OH de S. ballotiflora 19.762 + 0.43
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Figura 3. Cromatograma por HPLC y espectro del extracto metanélico de las

partes aéreas de Salvia ballotiflora.
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5.9 Efecto toxicologico del acido rosmarinico sobre Poecilia reticulata

5.9.1 Efecto toxicologico del acido rosmarinico sobre adultos de Poecilia
reticulata
El efecto del acido rosmarinico, compuesto mayoritario del extracto
metandlico de las partes aéreas de S. ballotiflora en adultos de P. reticulata, no
mostro efecto de mortalidad a ningun tiempo ni concentracion de la prueba por lo
qgue no fue posible determinar la CLso, el control negativo (0 mg L) no presenté

efecto de mortalidad (Cuadro 28).

Cuadro 28. Actividad toxicolégica del acido rosmarinico presente en extracto
metandlico de las partes aéreas de Salvia ballotiflora sobre adultos de
Poecilia reticulata.

Concentracion Mortalidad (%)

(mg L?) 1h  3h 6h 12h 24h 48h 72h 96h Total

500 0 0 0 0 0 0 0 0 0xND
250 0 0 0 0 0 0 0 0 0xND
125 0 0 0 0 0 0 0 0 0xND
62.5 0 0 0 0 0 0 0 0 0xND
31.2 0 0 0 0 0 0 0 0 0xND

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0xND
CLso ND

Resultados son el promedio de 12 determinaciones + error estandar de la media. CLso Concentracion

letal media.
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5.9.2 Efecto toxicologico del acido rosmarinico sobre alevines de Poecilia

reticulata

El efecto del &cido rosmarinico,

compuesto mayoritario del extracto

metandlico de las partes aéreas de S. ballotiflora en alevines de P. reticulata,

mostré que la mortalidad total acumulada hasta las 96 horas era de 0, 0, 8.33, 0y

25% a concentraciones de 31.2, 62.5, 125, 250 y 500 mg L respectivamente,

cuyos efectos letales se aprecian después de las 48 horas, el control negativo (0

mg L) no present6 efecto de mortalidad. La CLso calculada para alevines fue de

698.05 mg L (Cuadro 29).

Cuadro 29. Actividad toxicolégica del acido rosmarinico presente en extracto
metanolico de las partes aéreas de Salvia ballotiflora sobre alevines de

Poecilia reticulata.

Concentracion

Mortalidad (%)

(mg L) 1h  3h 6h 12h 24h 48h 72h 96h Total
500 0 0 0 0 0 1667 0 833 25+13.6
250 0 0 0 0 0 0 0 o0 0+ND
125 0 0 0 0 0 0 0 8.33 8.33:8.33
62.5 0 0 0 0 0 0 0 0 0+ND
31.2 0 0 0 0 0 0 0o 0 0+ND

0 0 0 0 0 0 0 0o 0 0+ND
CLso 698.05 mg L

Resultados son el promedio de 12 determinaciones + error estandar de la media. CLso Concentracion

letal media.
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5.10 Efecto toxicolégico del &cido rosmarinico sobre Danio rerio

5.10.1 Efecto toxicologico del 4cido rosmarinico sobre adultos de Danio rerio

El efecto del acido rosmarinico, compuesto mayoritario del extracto
metandlico de las partes aéreas de S. ballotiflora en adultos de D. rerio, mostré que
la mortalidad total acumulada hasta las 96 horas fue de 8.33, 8.33 y 58.33% a
concentraciones de 125, 250 y 500 mg L respectivamente, el control negativo (0
mg L) present6 efecto de mortalidad de 8.33%, correspondiente a la cantidad de
1 individuo, esta mortalidad podria darse debido a la susceptibilidad individual. La
CLso calculada para adultos fue de 477.86 mg L' (Cuadro 30).

Cuadro 30. Actividad toxicoldgica del acido rosmarinico presente en extracto
metandlico de las partes aéreas de Salvia ballotiflora sobre adultos de Danio
rerio.

Concentracion Mortalidad (%)

(mg L?) 1h 3h 6h 12h 24h  48h 72h 96 h Total

500 o 0 0 0 0 3333 25 0 58.33
250 o 0 0 0 0 0 833 0 8.33
125 0O 0 0 0 0 0 833 0 8.33
62.5 0O 0 0 0 0 0 0o o0 0
31.2 0O 0 0 0 0 0 0 0 0

0 0o o0 0 0 0 0 0 8.33 8.33
CLso 477.86 mg Lt

Resultados son el promedio de 12 determinaciones + error estandar de la media. CLso Concentracion

letal media.

41



5.10.2 Efecto toxicologico del &cido rosmarinico sobre embriones de Danio rerio

El efecto del acido rosmarinico, compuesto mayoritario del extracto
metandlico de las partes aéreas de S. ballotiflora en embriones de D. rerio, mostré
gue la mortalidad total acumulada hasta las 48 horas fue de 93.75, 93.75, 100, 100
y 100% a concentraciones de 31.2, 62.5, 125, 250 y 500 mg L"! respectivamente, el
control negativo (0 mg L) no presenté efecto de mortalidad. La CLso calculada para
embriones fue de 21.57 mg L (Cuadro 31).

Cuadro 31. Actividad toxicolégica del acido rosmarinico presente en extracto
metandlico de las partes aéreas de Salvia ballotiflora sobre embriones de
Danio rerio.

Concentracion Mortalidad (%)

(mg L) 4h 8h 12h 16h  24h  36h  48h Total
500 0 12.5 75 125 - - - 100
250 0 0 68.75 31.25 - - - 100
125 0 0 68.75 31.25 - - - 100
62.5 0 0 4375 50 0 0 0 93.75
31.2 0 0 0 9375 0 0 0 93.75

0 0 0 0 0 0 0 0 0

CLso 21.57 mg L

Resultados son el promedio de 16 determinaciones + error estandar de la media. P<0.121. CLso
Concentracion letal media.
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Los resultados de los bioensayos sobre adultos de Poecilia reticulata
mostraron una tendencia toxicolégica proporcional a la polaridad de los extractos
467.73 y 140.19 mg L' de CLsp para extractos, cloroférmico y metandlico
respectivamente de Salvia ballotiflora; 775.68, 203.64 y 179.3 mg L* para los
extractos hexanico, cloroférmico y metandélico de Salvia connivens. Comparando la
ClLso entre los extractos de plantas, resultaron mas toxicos los extractos de S.
ballotiflora. De la misma forma el extracto metandlico de S. ballotiflora resulta tener
un efecto de mortalidad de 58.46 mg L frente a alevines de P. reticulata. Debido a
qgue los extractos polares de plantas del género Salvia poseen compuestos
fendlicos, se compararon estos resultados con un estudio similar de toxicidad de
compuestos fendlicos realizado sobre Notopterus notopterus (Pallas) donde se
mostré la misma tendencia obtenida en los presentes bioensayos, la toxicidad

decrece conforme el tamafio de los peces aumenta (Gupta y col. 1982).

Por otra parte, la respuesta toxicologica de los extractos frente adultos de
Danio rerio, tuvo una tendencia de toxicidad inversa a la polaridad con CLso de
18.27, 39.22 y 108.57 mg L' en extractos hexanico, cloroférmico y metandlico
respectivamente de S. ballotiflora; la respuesta de los extractos cloroférmico y
metandlico de S. connivens fue 92.24 y 154.22 mg L respectivamente, donde se
observo nuevamente que los extractos de S. ballotiflora tienen una mayor actividad
toxicolégica. En un estudio similar de toxicidad de extractos de Nerium indicum
sobre Channa punctatus se muestran tendencias similares en la mortalidad de los
peces debido a que estos incorporan inmediatamente compuestos bioactivos de la
planta presentes en los extractos (Tiwari y Singh, 2003). Esto indica que la
toxicidad de los extractos hexanico y cloroformico para D. rerio puede ser debida a
la actividad de otros compuestos bioactivos para estos peces, no identificados en

este trabajo.

D. rerio resulté ser una especie mas sensible que P. reticulata frente al efecto
de los extractos metandlicos, cloroférmicos y hexanicos de S. ballotiflora y S.
connivens, sin embargo los extractos cloroformicos y hexanicos le confirieron a D.
rerio una mayor mortalidad que los metandlicos, las CLsp mas bajas de los ensayos
para adultos (95.24 mg L de cloroférmico de S. connivens, 39.22 y 18.27 mg L™

de cloroférmico y hexanico respectivamente de S. ballotiflora). En un estudio
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toxicologico sobre cartap en peces se muestra que tampoco para este tipo de
ensayo P. reticulata es el mejor organismo indicador de toxicidad (lannacone y col.
2007). Pero no deja de ser una especie ampliamente utilizada para pruebas

toxicoldgicas por su amplia distribucion mundial.

Los compuestos fendlicos como los presentes en las especies del género
Salvia, centran su actividad en la reduccién de sintesis de ATP y el
desacoplamiento de la fosforilacion oxidativa sobre los organismos acuéticos
ocasionando un efecto letal (Buikema, 1979). Una menor cantidad en el parametro
de CLso implica un mayor grado de toxicidad, como lo es en el caso de las pruebas
con alevines respecto a los adultos, esto debido a su menor talla, peso y asi como
la diferente tasa metabdlica, lo cual los hace méas sensibles a cambios y sustancias
extrafas en su medio (Allen y Gillooly, 2007).

En el caso de las pruebas en embriones de D. rerio, no se presenta una
tendencia clara en la toxicidad de acuerdo a la polaridad, probablemente la
interaccion de los compuestos sobre el corion y su efecto en el embriébn no
dependa de directamente de la polaridad de los compuestos en los extractos; las
CLso de los extractos de S. ballotiflora fueron 47.41, 173.90y 33.17 mg L para el
extracto hexanico, cloroformico y metandlico respectivamente. Con los extractos de
S. connivens fueron 318.81, 32.60 y 208.38 mg L. Donde se observan menores

concentraciones letales para los extractos de S. ballotiflora.

Los resultados de toxicidad del compuesto mayoritario identificado en el
extracto metandlico de S. ballotiflora, el acido rosmarinico, indicO una CLso no
detectable para adultos de P. reticulata y de 698.05 mg L' para alevines.
Para adultos de D. rerio se tuvo una CLso de 477.86 mg L' y para embriones 21.57
mg L. La toxicidad del acido rosmarinico es considerablemente mas baja que la
mostrada por los extractos, por lo que se atribuye la toxicidad de estos a un efecto
sinérgico de los compuestos, excepto para los embriones de D. rerio ya que en
estos se presentd una mayor toxicidad del &cido rosmarinico que en las pruebas

con los extractos (21.57 mg L™?).

Los compuestos polifendlicos como el acido rosmarinico son capaces de

penetrar la bicapa lipidica confiriéndole a las células proteccién contra la oxidacion
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y funciona como un protector de la embriogénesis de D. rerio a concentraciones de
0.1-0.5 mg L' (Swarnalatha y col. 2017); Volodin (1973) reporta que hasta
concentraciones de 40 mg L no se tienen efectos significativos en la mortalidad de
huevos de D. rerio. Por lo que la exposicion a altas concentraciones de acido
rosmarinico y compuestos fendlicos (31.2, 62.5, 125, 250 y 500mg L) ocasiona un

efecto de mortalidad en los embriones de D. rerio.

Los estudios toxicidad de extractos botanicos sobre peces son limitados, por
lo que no podemos comparar directamente el nivel de toxicidad de los extractos de
S. ballotiflora y S. connivens frente a otras sustancias de origen natural y
plaguicidas sintéticos, pero se reporta que extractos metandlicos de Parkia
biglobosa y Raphia vinifera en juveniles de Clarias gariepinus tuvieron una CLso de
2.8 y 2.4 mg L respectivamente (Fafioye y col. 2004), la azadiractina, un producto
derivado del arbol del Nim, tiene una ClLsp a las 96hrs de 0.011 mg L? y la
Deltametrina de CLso 0.0019 mg L' sobre adultos de Poecilia reticulata, la
apigenina, rutina y Piretroide Cyperstar® de 44.92 mg L, 43.62 mg L'y 0.005 mg
L respectivamente sobre Cirrhinus mrigala (Stalin y col. 2008; Pratap y Singh,
2015).

De acuerdo a la norma mexicana NOM-232-SSA1-2009 que establece los
requisitos de etiquetado, envasado y embalaje de plaguicidas. Las concentraciones
mas toéxicas presentadas en los bioensayos (18.27 mg L' de extracto hexanico,
39.22 mg L de extracto cloroférmico de S. ballotiflora y 21.57 mg L' de acido
rosmarinico sobre embriones de D. rerio) no clasifican como productos altamente
toxicos al ambiente (<10 mg L criterio en peces) como si lo son los plaguicidas
sintéticos. Destacando que para alcanzar una concentracion letal del extracto
hexanico de S. ballotiflora (18.27 mg L) en el ambiente sobre embriones de D.
rerio es necesario el uso de una cantidad especifica de masa vegetal de la cual se
obtenga el extracto; 146.16 kg de planta seca para obtener 1.827 kg de extracto
para alcanzar dicha concentracion en 100 m® de reservorio de agua por
acumulacién o derrame accidental, es decir se necesita una gran cantidad de estos
compuestos para causar un dafio al ambiente. Es por esto que desde el punto de
vista ecologico, el empleo de estos extractos son una alternativa viable al manejo

de plagas agricolas.
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6. CONCLUSIONES

La evaluacion de toxicidad por exposicidn aguda a mezclas de metabolitos
secundarios de Salvia connivens y Salvia ballotiflora muestra efectos toxicoldgicos
sobre de Danio rerio y Poecilia reticulata pero que son inferiores a los efectos por
plaguicidas sintéticos. Los extractos metandlicos de S. ballotiflora son lo que mas
afectan a P. reticulata y los extractos hexanicos a D. rerio. Por otra parte, entre
estas dos especies D. rerio es la mas sensible frente a la exposicion aguda de los
extractos de ambas plantas, lo que lo convierte en una especie indicadora para
estas pruebas.

La identificacion del principio activo mayoritario del extracto metandlico de S.
ballotiflora muestra como compuesto mas abundante al acido rosmarinico, este
compuesto presenta baja respuesta toxicologica frente a adultos P. reticulata y D.
rerio, con un mayor efecto sobre embriones de D. rerio, comparado con la toxicidad
del extracto origen, es decir, el compuesto mayoritario es de baja respuesta
toxicoldgica al igual que los extractos, es por esto que el uso de estos extractos

botanicos es una alternativa viable al manejo de plagas agricolas.
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