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RESUMEN

El abuso de insecticidas quimicos sintéticos en la agricultura, ha causado
contaminacién debido a sus caracteristicas de persistencia y bioacumulacion en la
red tréfica. Dentro de las alternativas que hay al uso de estos insumos se
encuentran los extractos de plantas que se utilizan debido a que producen un
impacto ambiental menor. La especie conocida como arnica mexicana Heterotheca
inuloides Cass. (Asteraceae), es una planta usada en la medicina tradicional por sus
beneficios terapéuticos. Asimismo, se ha reportado que presenta propiedades
insecticidas. No obstante, existe poca informacidn sobre sus efectos toxicologicos y
ecotoxicoldgicos por lo que se hace necesario obtener informacion de este tipo. En
este estudio se evaluo la toxicidad aguda de los extractos acetonico y metandlico,
asi como del compuesto principal presente en el extracto acetonico el cual fue 7-
hidroxi-3,4-dihidrocadaleno, sobre alevines, machos adultos y hembras adultas de
un organismo no blanco: el pez guppy (Poecilia reticulata Peters), debido a que
presenta alta sensibilidad a compuestos ajenos a su ambiente. La toxicidad se
registré durante 96 h de exposicion. Los valores estimados de concentracion letal
media (CLso) del extracto acetonico y metandlico para alevines fueron de 15.7 y
187.2 mg L%, respectivamente. Para peces machos fueron de 63.0 y 224.0 mg L%;
y para hembras fueron de 103.7 y 153.7 mg L*. Mientras que los valores de CLso
para 7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleno para alevines, adultos machos y hembras fueron
de 0.9, 4.1y 1.0 mg L™, respectivamente. Los extractos aceténico y metandlico de
H. inuloides fueron ligeramente toxicos para los guppies en comparacion con los
plaguicidas sintéticos. Por otra parte, el sesquiterpeno fue altamente toxico para
machos y.extremadamente téxico para alevines y hembras adultas.

(Palabras clave: ecotoxicologia, extractos botanicos, arnica mexicana, pez guppy,
toxicidad aguda)



SUMMARY

The abuse of synthetic chemical insecticides in agriculture cause contamination due
to their persistence and bioaccumulation characteristics in the trophic network.
Among the alternatives to the use of these inputs are plant extracts that are used
because they produce less environmental impact. The species known as Mexican
arnica Heterotheca inuloides Cass. (Asteraceae), is a plant used in traditional
medicine for its therapeutic benefits and, in addition, it has been reported to have
insecticidal properties, but there is little information on its toxicological and
ecotoxicological effects. In this study, the acute toxicity of acetonic and methanolic
extracts was evaluated, as well as the main compound present in the acetone
extract, which was 7-hydroxy-3,4-dihydrocadalene, on alevins, male adults and
female adults of a non-target organism: the guppy fish (Poecilia reticulata Peters),
due to its high sensitivity to compounds outside its environment. Toxicity was
recorded during 96 h of exposure. The estimated values of mean lethal concentration
(LCs0) of acetone and methanolic extract for alevins were 15.7 and 187.2 mg L1,
respectively. For male fish they were 63.0 and 224.0 mg L*; and for females they
were 103.7 and 153.7 mg L. While the LCso values for 7-hydroxy-3,4-
dihydrocadalene for alevins, male and female adults were 0.9, 4.1 and 1.0 mg L™,
respectively. The acetone and methanolic extracts of H.inuloides were slightly toxic
to guppies compared to synthetic pesticides. Furthermore, sesquiterpene was highly
toxic to males and extremely toxic to alevins and adult females.

(Key words: ecotoxicology, botanical extracts, guppy fish, Mexican arnica, acute

toxicity)






1 INTRODUCCION

Los plaguicidas quimicos sintéticos tienen el objetivo de controlar
organismos que pongan en riesgo las actividades humanas, su uso continuo y
extensivo ha causado efectos negativos en la red tréfica; presentan bioacumulacién
y bioaumentacion debido a sus caracteristicas quimicas (DiBartolomeis et al., 2019).
Entre las enfermedades asociadas por plaguicidas quimicos sintéticos a los
humanos estan el cancer, trastornos del aprendizaje y del desarrollo, Parkinson,
asma, efectos en los sistemas reproductor y endécrino (Gentile et al., 2017).

Existen alternativas mas amigables para el manejo de plagas, dentro de
estas se encuentran los extractos botanicos. Debido a su origen natural, los
plaguicidas a base de plantas se consideran mas seguros para los agricultores
durante su manejo. Las mezclas de compuestos contenidas en los extractos
botanicos limitan el desarrollo de resistencia de las plagas, se degradan
rapidamente en la exposicion a la luz solar, el aire, a la humedad, se transforman
por enzimas de detoxificacion y son menos dafinos para los organismos no blanco.

Por lo tanto, se consideran mas seguros para el ambiente (Pino-Otin et al., 2019).

En este sentido, algunos extractos de familias botanicas Lamiaceae,
Cucurbitaceae, Apocynaceae y Asteraceae han sido utilizados como insecticidas
(Cheraghi-Niroumand et al., 2016); dentro de la familia Asteraceae se han reportado
especies ‘con este tipo de actividad debido a los metabolitos secundarios que
contienen, ejemplos de especies de esta familia son Coreopsis mutica var. mutica,
Porophyllum punctatum Blake y Helenium quadridentatum Labill (Villavicencio-Nieto
et al., 2010). Otra especie perteneciente a la familia es Heterotheca inuloides Cass.
para la cual se han reportado diversas actividades biologicas tales como
antiinflamatoria, analgésica, antioxidante, antimicrobiana, citotoxica, quelante,
plaguicida, entre otras (Rodriguez-Chavez et al., 2017). No obstante, la informacion

de sus efectos tdxicos es escasa.



Existe poca informacion disponible sobre los efectos ambientales de los
plaguicidas botanicos. De modo que, es necesario evaluar su ecotoxicidad
especialmente en organismos no blanco. Los estudios de toxicidad ambiental
proporcionan informacion sobre los posibles impactos biolégicos de una sustancia

liberada en el ambiente (Pavela y Govindarajan, 2017).

Poecilia reticulata, especie conocida como pez guppy, es utilizado como un
modelo biolégico para estudios de ecotoxicidad debido a su alta susceptibilidad a
contaminantes ambientales, facil manejo y cultivo en acuario. Ademas, es
reconocido como un excelente modelo para estudios de toxicidad por la
Organizacién para la Cooperacién y Desarrollo Econémico (Forouhar-Vajargah et
al., 2020).

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la toxicidad de los extractos
acetonico y metandlico de las partes aéreas de Heterotheca inuloides sobre

alevines, machos y hembras adultos de Poecilia reticulata.



2 ANTECEDENTES

2.1 Impacto y consecuencias de los plaguicidas quimicos sintéticos en el

ambiente

La Agencia de Proteccién Ambiental de los Estados Unidos (por sus siglas
en inglés EPA) describe a los plaguicidas como cualquier sustancia que se usa para
prevenir, destruir, repeler o mitigar cualquier plaga (EPA, 2019). Las plagas son
animales, plantas o microorganismos que comprometen los alimentos, la salud o
comodidad del humano. El control de plagas con compuestos sintéticos se inicié a
finales de 1930. El libro “Primavera silenciosa” de Rachel Carson abri6 el debate
sobre el uso de plaguicidas y su efecto nocivo a la flora y fauna de los organismos

no blanco (Sabarwal et al., 2018).

Los plaguicidas de sintesis quimica pueden ser peligrosos para el ambiente
y para el ser humano debido a su uso indiscriminado y generalizado, su persistencia
y su capacidad de bioacumulacion en los organismos. Estos productos se clasifican
segun su accion especifica en: acaricidas, fungicidas, bactericidas, herbicidas e
insecticidas, entre otros. Los insecticidas agrupan la mayor variedad de compuestos
y de mayor toxicidad. De acuerdo con su estructura quimica, los insecticidas se
clasifican en: compuestos organoclorados, organofosforados, carbamatos,

piretroides, neonicotinoides, miscelaneos y botanicos (AnvariFar et al., 2018).

El grupo de los organoclorados incluye a muchos de los compuestos
altamente toxicos y persistentes en ambientes terrestres y acuaticos; como el dicloro
difenil tricloroetano (DDT), dieldrin, lindano, clordano y endosulfan. Entre los efectos
nocivos que producen algunos de estos compuestos se incluye neurotoxicidad que
afecta los procesos reproductivos de los peces (Newton, 2018). Ademas, los
compuestos clorados volatiles causan disminucion de la capa de ozono en la
estratésfera (Steinbrecht et al., 2018).



Los organofosforados se derivan del acido fosforico o fosforotidico y sus
efectos en los peces han sido reconocidos y revisados. Su toxicidad es generada
principalmente por la fosforilacion de la acetilcolinesterasa y ademas, el estrés
oxidativo puede provocar la muerte celular (Chawla et al., 2018).

Los carbamatos, al igual que los organofosforados, bloquean la accion de
la enzima acetilcolinesterasa, interrumpiendo la transmision de impulsos entre las
células nerviosas. El carbaril, metilcarbamato de 1-naftilo, retrasa el-desarrollo
embrionario, afecta el tamafio del embrién y retrasa la eclosién de Danio rerio
Hamilton (AnvariFar et al., 2018). Por otro lado, el carbendazim, 2-metoxicarbamoil-
bencimidazo, una amina de éster de carbamato que se usa ampliamente como
fungicida, fue reportado como dafino para el desarrollo-embrionario y eclosion de
la carpa prusiana Carassius gibelio Bloch. Este compuesto también induce
apoptosis celular y causa inmunotoxicidad y alteracion endocrina en embriones de
D. rerio (Andrade et al., 2016).

Los piretroides son quimicos sintéticos que comparten algunas similitudes
con las piretrinas naturales, conocidos como los insecticidas “mas seguros” que se
usan en todo el mundo, pero son altamente toxicos para la mayoria de los peces en
relacion dosis-tiempo. Por ejemplo, la cipermetrina causa dafio al ADN e incrementa
la expresion de genes relacionados con la apoptosis en células hepéticas y
nerviosas en embriones de D. rerio (Zhang et al., 2017; Ranjani et al., 2020). La
exposicion prolongada puede causar efectos neurotoxicos, teratogénicos, induccion
de estrés oxidativo a través de la generacién de especies reactivas de oxigeno y

dafo oxidativo en Labeo rohita Hamilton (Ullah et al., 2016).

La generacibn mas reciente de insecticidas sintéticos son los
neonicotinoides: carbofuran, imidacloprid, clotianidina, dinotefuran, tiacloprid y
acetamiprid. A pesar de tener una mayor degradabilidad en el ambiente en
comparacion con sus plaguicidas antecesores, son motivo de preocupacion debido
a su uso creciente. Los neonicotinoides se distribuyen sistémicamente a lo largo de

la planta en crecimiento después de las aplicaciones de semillas o suelo, dando
4



como resultado persistencia en el ambiente. En los peces actian uniéndose al
receptor nicotinico de acetilcolina en la neurona postsinaptica actuando como falsos
neurotransmisores provocando la activacién continua del receptor, lo que provoca
efectos neuroldgicos adversos (Gibbons et al., 2015). Los neonicotinoides pueden
transferirse al polen y al néctar de varios cultivos de polinizacién y han sido
asociados como cofactor en la disminucién de colonias de la abeja comin europea

Apis mellifera Linnaeus (Hymenoptera: Apidae) (Jiang et al., 2018).

El uso intensivo y excesivo de plaguicidas quimicos sintéticos ha llevado al
desarrollo de poblaciones de plagas resistentes y a una reduccién de sus enemigos
naturales. Por lo tanto, se deben desarrollar estrategias que incluyan insecticidas
menos toxicos, de espectro reducido, menos persistentes. y ecolégicos como los
bioplaguicidas. ElI término bioplaguicida, también conocido como plaguicida
biologico, es definido como sustancias naturales producidas por las plantas y
microorganismos que controlan plagas (Arrazola et al., 2013; Villa-Martinez et al.,
2014; Alehaideb et al., 2019).

Los plaguicidas botanicos se basan en que la presencia de sustancias
guimicas producidas por las plantas tienen efecto sobre las plagas ademas de tener
otras funciones benéficas. Los extractos botanicos pueden contener metabolitos
secundarios como: terpenoides, esteroides, fenoles, cumarinas, flavonoides,
taninos, alcaloides y glucésidos cianogénicos (Yang et al., 2018; Rashwan y
Hammad, 2020). Estos compuestos tienen dos funciones en las plantas: protegerlas
contra los herbivoros y, por otro lado, atraer a organismos benéficos, principalmente
para la reproduccion. Los productos terpénicos, que confieren fragancia, se

acumulan en tallos, hojas y flores (Valles et al., 2011).

2.2 Toxicologia y ecotoxicologia de compuestos naturales



Los estudios de toxicidad se dirigen a evaluar los efectos tdxicos o para
comprender los posibles mecanismos involucrados. Los plaguicidas naturales
también pueden ser toxicos como la matrina, un alcaloide obtenido de las raices de
Sophora flavescens Aiton (Fabaceae) que present6 concentracion letal media (CLso)
de 240 mg L* en embriones de D. rerio (Lu et al., 2014).

La camptotecina, aislada de la corteza y el tallo del arbol Camptotheca
acuminata Decne. (Nyssaceae), un alcaloide de quinolina citotoxico, se ha
reportado que bloquea las enzimas reparadoras del ADN vy, por lo tanto, causa
apoptosis celular (Venditto y Simanek, 2010); este compuesto. ha ocasionado
fragmentacion del ADN y apoptosis celular en la brema plateada de mar Sparus
sarba Forsskal (Deane y Woo, 2005). También se ha registrado como un inhibidor
de la topoisomerasa 1 en el pez cebra D. rerio, causando deformacion en embriones
y en algunos tejidos como musculo, nervio periférico y hueso (Ishaq et al., 2017;
Kari et al., 2007).

2.2.1 Estudios toxicologicos

La evaluacion toxicologica de los insecticidas es importante para la salud
humana como para la del ambiente (Zhu et al., 2018). Previo a la comercializacion
de cualquier sustancia quimica se deben realizar pruebas de laboratorio para la
obtencidn de informacion para evaluar su peligrosidad. Las pruebas de toxicidad
son usadas para determinar los efectos nocivos de cualquier sustancia en

organismos y se dividen en aguda y cronica (He et al., 2019).

La evaluaciéon de la toxicidad potencial de las sustancias para los seres
humanos se realiza a partir de datos generados en animales de laboratorio
expuestos en condiciones controladas. Entre las pruebas agudas se encuentran la
toxicidad oral, peritoneal, dérmica e inhalatoria (INECC, 2019). Estos métodos

experimentales que evallan la toxicidad de los compuestos para el ser humano



tienen sus limitaciones inherentes en la obtencién de datos de toxicidad para el
medio; es decir, evaluar la seguridad ambiental de cualquier compuesto sobre las
poblaciones y comunidades animales y vegetales en un ecosistema particular, debe
utilizar modelos que evalien la peligrosidad ambiental, término denominado
ecotoxicologia. Entre las pruebas ecotoxicoldgicas se encuentran la fitotoxicidad en
areas no blanco, germinacion de semillas, vigor vegetativo, crecimiento de plantas
acuaticas, determinacion de la dosis letal media (DLso) y concentracion letal media
(CLso) oral en aves, DLsg y CLso en abejas, CLso en invertebrados de agua dulce,
CLso en peces de agua dulce, entre otras. Las pruebas de toxicidad en laboratorio
se pueden complementar con pruebas quimicas y evaluaciones de campo (Malaj et
al., 2016).

Los peces se observan en casi todos los sistemas acuaticos y para algunas
especies se dispone de numerosa informacion sobre la respuesta ambiental en
comparacion con muchos invertebrados. Aunque las pruebas iniciales de toxicidad
acuatica se llevaron a cabo utilizando bacterias, invertebrados como Claddcera,
Rotifera y otros grupos, de ninguna manera pueden reemplazar la prueba realizada
en peces, es el ultimo nivel tréfico en la cadena alimentaria acuatica. Algunas
especies de peces se han utilizado con éxito como bioindicadores ecotoxicologicos
de calidad ambiental en una amplia variedad de nichos debido a su hipersensibilidad

a las diversas sustancias contaminantes a su medio (Ferrante et al., 2017).

2.2.2 Generalidades de Poecilia reticulata Peters

Poecilia reticulata Peters, cominmente conocido como guppy, €s un pez
con un periodo reproductivo corto cuyo conteo de espermatozoides, coloracion
corporal, tamafio de génada, el comportamiento sexual y la tasa reproductiva son
independientes de la estacion del afio. La diferenciacion de génadas y el desarrollo
de caracteristicas sexuales secundarias ocurren durante el periodo juvenil, y los
peces maduran sexualmente a partir de tres meses. El macho adulto tiene una

coloracion brillante y realiza distintos comportamientos de cortejo, su aleta anal se
.



convierte en un érgano copulador (el gonopodio) para la fertilizacion interna (Tian et

al., 2012). En el Cuadro 1 se muestra su informacién taxonémica.

Cuadro 1. Taxonomia de Poecilia reticulata Peters

Reino Animalia

Phylum Craniata

Clase Actinopterygii
Orden Cyprinodontiformes
Familia Poeciliidae

Genero Poecilia

Especie P. reticulata Peters

CONABIO, (2014).

2.2.3 Toxicidad en Poecilia reticulata Peters

El pez guppy es un modelo importante para estudio de los contaminantes
del medio acuatico. Se ha utilizado en estudios de toxicologia por la Asociacion
Americana de Salud Publica (por sus siglas en inglés APHA) y la Organizacion para
la Cooperacion y el Desarrollo Econdmico (por sus siglas en inglés OECD) para
caracterizar el impacto ambiental de varios contaminantes (APHA, 1981; OECD,
1992; Rocha et al., 2015). Estos peces han sido empleados por su nivel dentro de
la red trofica debido a que consumen y controlan las poblaciones de insectos,
microcrustaceos y algas; ademas, permiten de esta forma la recirculacion, remocion
y resuspension del material organico en su ecosistema. Esta especie presenta
ventajas respecto de otros indicadores ambientales tales como su tolerancia a bajas
concentraciones de oxigeno disuelto, puede respirar oxigeno del aire, acepta un pH
de 5.5 a 8.5 y temperatura de 20 a 30 °C. Su reproduccién ovovivipara se da de
forma mensual con 10 alevines aproximadamente por hembra. Los alevines son
extremadamente sensibles a la perturbacion ambiental, siendo afectados en su

crecimiento y en sus funciones reproductivas (lannacone et al., 2007).



2.3 Plantas en el combate de plagas

Los plaguicidas de bajo espectro son importantes no solo para la proteccion
del ambiente, sino también porque su uso evita dafios a organismos benéficos. Los
plaguicidas botanicos presentan un impacto ambiental mas bajo que el de los
qguimicos sintéticos, por lo tanto, hay mucho interés en desarrollar este tipo de
productos que sean eficientes y que cumplan con los requisitos de seguridad
alimentaria, la salud humana y la del ambiente (Lawler, 2017; Marutescu et al.,
2017). Los extractos de plantas usados como insecticidas botanicos podrian tener
un efecto negativo para las especies no blanco, por lo que, es necesario comprender
como los extractos influyen en otros organismos del ecosistema, especialmente en

los acuéticos (Bullangpoti et al., 2018).

2.3.1 Familia Asteraceae en el combate de plagas

Algunas especies de la familia Asteraceae son utilizadas como plantas
medicinales a pesar de diferir en caracteristicas botanicas. Por otro lado, en la
agricultura se han aplicado metabolitos secundarios de asteraceas para combatir
insectos plaga, que a diferencia de los compuestos sintéticos son ecolégicamente
menos dafinos. Es el caso de Tanacetum cinerariifolium Trevir. y Tanacetum
coccineum Grierson que contienen ésteres monoterpenoides: piretrinas, cinerinas y
jasmolinas. También contienen compuestos semejantes a las raices de Anacyclus
pyrethrum Cass. y Corrigiola litoralis L. Por su parte, Melampodium americanum L.,
nativa de México, contiene lactonas de accion insecticida efectivas contra larvas de
Spodoptera frugiperda Smith (Villavicencio-Nieto et al., 2010; Del Vitto y Petenatti,
2015).



2.4 Heterotheca inuloides Cass. (Asteraceae)

2.4.1 Taxonomia

Heterotheca inuloides es conocida cominmente como “arnica mexicana” o

“falsa arnica” (CONABIO, 2009). En el Cuadro 2 se reporta la taxonomia de la

planta.
Cuadro 2. Taxonomia de Heterotheca inuloides Cass.

Reino Platae
Subreino Traqueobionta
Superdivision Spermatophyta
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Asteridae
Orden Asterales
Familia Asteraceae
Tribu Astereae
Genero Heterotheca
Especie H. inuloides Cass.

CONABIO, (2009).

2.4.2 Descripcion botanica

Es una planta herbacea perenne o anual con raiz pivotante, su tallo va de
50 cm hasta 150 cm de alto, erecto y generalmente poco ramificado debajo de la
inflorescencia, con pubescencia piloso hispida de 2 mm de largo. Sus hojas son de
2 a 8 cm de largo ensanchadas de la base, limbo ovado a lanceolado de 3 a 10 cm
de largo y de 1 a 3.5 cm de ancho, apice agudo a obtuso, margen entero a

profundamente aserrado, con pubescencia similar a la del tallo. Su floracion
10



comienza a partir del primer afio con floretes de rayos y flores amarillas de disco
(CONABIO, 2019).

Tradicionalmente, las infusiones de H. inuloides solas 0 en combinacién con
otras hierbas, se han utilizado principalmente para disminuir el dolor de contusiones,
reumatismo, Ulceras estomacales, para lavar heridas y otras afecciones dolorosas
asociadas con procesos inflamatorios. También se usa para el tratamiento de
trastornos gastrointestinales que incluyen diarrea, gastritis, dolor de estbmago y
Ulceras, para tratar problemas dermatol6gicos como erisipela, inflamacién topica de
la piel, erupciones, mordeduras de perros, quemaduras e infecciones causadas por
picaduras de insectos o arafias, golpes, Ulceras, enfermedades vasculares, fiebre,
enfermedad renal e infecciones del tracto urinario, tos y enfermedades pulmonares,
enfermedades dentales, infecciones vaginales o vaginitis. Ademas, se ha utilizado
para tratar el cancer, la diabetes, para aumentar el apetito, reducir la flema y para
mantener la salud en mujeres después del parto (Alonso-Castro et al., 2011;
Rodriguez-Chéavez et al., 2017).

2.4.3 Compuestos quimicos biolégicamente activos

Heterotheca inuloides representa una fuente de compuestos quimicos con
diferentes patrones estructurales. Se han aislado compuestos fendlicos,
sesquiterpenos, triterpenos, fitoesteroles y compuestos organicos volatiles del
aceite esencial'y extractos organicos de varias partes, incluidas las raices, las partes
aéreas y las flores. El aislamiento y la purificacion de estos compuestos se han
llevado a cabo utilizando diversas técnicas (Sagrero-Nieves y Bartley, 1996; Egas
et al., 2017; Rodriguez-Chavez et al., 2017).
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2.4.4 Actividad insecticida de especias del género Heterotheca

Los datos publicados indican que especies del género Heterotheca han
mostrado actividad insecticida y acaricida contra el acaro de la abeja Varroa
jacobsoni Oudemans (Ruffinengo et al., 2002), larvas de tercer estadio de
Spodoptera litura Fabricius. También se ha reportado la accién de H. inuloides Cass.
en contra de Sitophilus zeamais Motschulsky y Zabrotes subfasciatus Boheman.
Estos insectos son las principales plagas que infestan el maiz Zea mais (Poaceae)
y el frijol Phaseolus vulgaris L. (Fabaceae) almacenados (Romero y Johnson, 2014).
Los polvos de hojas y flores causaron 87.7 % de mortalidad sobre S. zeamais
Motschulsky en los granos de maiz tratados 15 dias después-de la infestacion
(Juarez-Flores et al., 2010). La actividad contra Z. subfasciatus Boheman se
consider6 débil debido a que la mortalidad de adultos observada en los ensayos fue
inferior al 40 % (Renddn-Huerta, 2013).

De acuerdo a la actividad toxicolégica, Rodriguez-Chavez et al. (2015)
reportaron que el sesquiterpeno 7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleno contenido en los
extractos de H. inuloides tuvo una DLso estimada de alrededor de 500 mg kg en
raton, clasificandose en la Categoria 4 segun el System Globally Harmonized
System of Classification and Labeling Chemicals (GHS por sus siglas en inglés) de
las Naciones Unidas. También se ha reportado una concentracion de inhibicién
media (Clso) en Artemia salina Linnaeus de 45.47 + 1.74 yM para el mismo
compuesto.: Ruiz-Pérez et al. (2014) reportaron que los extractos acetonico y
metanolico pueden tener actividad mutagénica. Sin embargo, la toxicidad aguda de

los extractos y compuestos puros no han sido suficientemente evaluados.
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3 HIPOTESIS

Los extractos acetonico y metanélico de las partes aéreas de Heterotheca
inuloides contienen sesquiterpenos.los cuales presentaran actividad toxicoldgica

contra Poecilia reticulata.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Determinar la actividad toxicologica de los extractos aceténicoy metandlico

de las partes aéreas de Heterotheca inuloides sobre Poecilia reticulata.

4.2 Objetivos Particulares

1) Evaluar la actividad toxicolégica por exposicion aguda de los extractos
acetonico y metanolico de Heterotheca inuloides sobre alevines, adultos
machos y hembras de Poecilia reticulata.

2) ldentificar el compuesto principal del extracto que presente la mayor
actividad toxicologica.

3) Evaluar la actividad toxicolégica del compuesto mayoritario del extracto
con mayor actividad sobre alevines, adultos machos y hembras de

Poecilia reticulata.
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5 MATERIAL Y METODOS

5.1 Aprobacién ética para uso de animales

Los procedimientos experimentales y el manejo de animales fueron
aprobados por el Comité de Bioética de la Facultad de Quimica de la Universidad
Auténoma de Querétaro (No. De oficio: CBQ19/023). Los bioensayos siguieron las
pautas de la norma 203 OCDE (OCDE, 1992).

5.2 Origen de los peces

Los peces fueron obtenidos del Laboratorio de Analisis Quimico de Alimento
Vivo, perteneciente al Departamento El Hombre y su Ambiente de la Universidad

Autonoma Metropolitana Unidad Xochimilco.

5.3 Aclimatacion y acondicionamiento

La aclimatacion se dio en peceras con 40 L de agua semidura reconstituida
por 15 dias (Cuadro 3) con plantas acuaticas (Ceratophyllum demersum) para evitar
el estrés de los peces (lannacone et al., 2007). La densidad de peces fue igual o
menor a 3 peces por litro (Gorelsahin et al., 2018). Se alimentaron Ad libitum con
hojuelas para peces Lomas (hecho en Alemania por Tetra GmbH) hasta 12 h antes
de cada ensayo. Se mantuvo un fotoperiodo de luz-oscuridad 14:10 a condiciones
ambientales, asi como la temperatura. Se colocod aireador y filtro en cada
contenedor. La temperatura del agua fue de 20.7 + 1.2 °C y la temperatura ambiente

23.4 + 1.8 °C. El oxigeno disuelto se mantuvo en 5.1 mg L (60.2 %).
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5.4 Colecta del material vegetal

Se colectaron las partes aéreas, tallos, hojas y flores, de Heterotheca
inuloides en zonas boscosas de Atlixco, Puebla. El material vegetal fue autenticado
por M. en C. Maria Edelmira Linares-Mazari y un ejemplar se deposito en el Jardin
Boténico del Instituto de Biologia de la Universidad Nacional Autbnoma de México
(UNAM) con numero de colecta 2823.

Cuadro 3. Agua reconstituida

Reactivo Férmula Cantidad para llevar a 1 L de agua
destilada

Cloruro de calcio CaCl2*2H20 0.2940 g

Sulfato de magnesio MgSQO4+7H20 0.1233 g

Bicarbonato de sodio NaHCOs3 0.0648 g

Cloruro de potasio KCI 0.0058 g

OECD, (1992).

5.5 Obtencion del extracto

Los extractos se prepararon macerando el material seco y molido en
acetona y metanol destilados, por separado. La maceracion se realizo tres veces
por 24 h a temperatura ambiente. El sobrenadante de maceracion se filtr6 y se
evaporé -hasta sequedad en evaporador rotatorio R-210 (Bichi, Switzerland)
(Rodriguez-Chéavez et al., 2015).

5.6 Bioensayos con extracto

Se realizaron tres bioensayos: uno con alevines (menos de dos dias de

nacidos), uno con adultos machos (peso 0.168 g y longitud 2.8 cm) y otro con
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adultos hembras (peso 0.849 g y longitud 3.5 cm). Se tomaron de forma aleatoria
estratificada procurando representatividad muestral con el menor ndmero de
organismos posible, por lo tanto, cada bioensayo se realizO exponiendo tres
ejemplares de pez guppy por unidad experimental con tres repeticiones (dos Santos
Almeida et al., 2019; Li et al., 2019).

El extracto acetonico se disolvio utilizando polivinilpirrolidona (PVP) en
relacion 1:2 extracto:PVP. Con el residuo obtenido se prepararon cinco
concentraciones 500, 250, 125, 62.5 y 31.2 mg L con agua semidura preparada
para la cria de los peces como disolvente en vasos de precipitado de 250 mL; estas
concentraciones fueron utilizadas para adultos machos y hembras. Por otro lado,
para alevines se usaron 100, 10, 1, 0.1 y 0.01 mg L. Se us6é PVP en el blanco,
también por triplicado. Las condiciones de temperatura fueron las mismas que en la
etapa de aclimatacion, pero sin aireacion y sin alimentacion. La lectura de
mortalidad de los peces se tomo6 a las 1, 3, 6, 12, 24, 48, 72 y 96 h a partir de la
exposicion. Considerando muertos a los individuos cuando no se les observo

movimiento opercular (OECD, 1992).

Las concentraciones ‘usadas para los bioensayos de alevines, adultos
machos y adultos hembras con el extracto metandlico fueron 500, 250, 125, 62.5y
31.2 mg L con agua como disolvente en vasos de precipitado de 250 mL. Para
este extracto no se utilizd6 co-disolvente por lo que el blanco const6 de agua
solamente. Al igual que en los bioensayos con el extracto acetonico, las condiciones
de temperatura fueron las mismas que en la etapa de aclimatacion, pero sin
aireacién y sin alimentacion. La lectura de mortalidad de los peces se tomo a las 1,
3,6,12, 24, 48, 72 y 96 h a partir de la exposicidon. Se calculd la concentracion letal

media (CLso) asi como el tiempo letal medio (TLso).
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5.7 Compuesto mayoritario del extracto con mayor actividad

El compuesto 7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleno fue donado por el Dr. Guillermo
Delgado Lamas del Instituto de Quimica de la Universidad Nacional Autbnoma de

México.

El extracto acetonico fue analizado empleando un equipo de Cromatografia
de liquidos de alta resolucién (HPLC, por sus siglas en inglés) Thermo Scientific
UltiMate 3000 HPLC system, bomba binaria, detector de arreglo de diodos HL; con
una columna analitica Agilent 927975-902, 4.6 x 550 mm, 1.8 micrén particle size
ZORBAX Eclipse XDB-C18. La muestra fue inyectada con un volumen de 20 pyL y
tres repeticiones; el tiempo de corrida fue de 20 minutos.

5.8 Bioensayos con compuesto principal

Se realizaron tres tipos de bioensayo: con alevines, con adultos machos y
adultos hembras. Se tomaron de forma aleatoria estratificada tres peces por unidad

experimental con tres repeticiones.

El 7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleno se co-disolvié utilizando polivinilpirrolidona
(PVP) en relacién 1:2 compuesto:PVP. Con el residuo obtenido se prepararon cinco
concentraciones 100, 10, 1, 0.1 y 0.01 mg L* con agua como disolvente en vasos
de precipitado de 250 mL; se us6 PVP a la concentracion mas alta como blanco
negativo. Las condiciones de temperatura fueron las mismas que en la etapa de
aclimatacion pero sin aireacion y sin alimentacion. Los peces se revisaron cada 1,

3,6,12,24,48, 72y 96 h. Se calculo la CLso y TLso del compuesto principal.

Los individuos muertos fueron retirados de los contenedores
inmediatamente después de registrar la actividad mortalidad. Los peces muertos
fueron manejados de acuerdo a la norma NOM-087-SEMARNAT-SSA1-2002

18



Proteccién ambiental - Salud ambiental - Residuos peligrosos biologico-infecciosos
- Clasificacion y especificaciones de manejo. Los residuos se colocaron en bolsas
de polietileno color amarillo con el simbolo de riesgo bioldgico segun lo indicado en
la norma, las bolsas se cerraron y se trasladaron al almacén temporal de residuos
peligrosos de la Facultad de Quimica y posteriormente fueron dispuestos segun la

empresa privada con la que la Facultad tiene convenio.

5.9 Andlisis estadistico

Los datos obtenidos de cada bioensayo se analizaron mediante un analisis
de varianza ANDEVA de una via y prueba de Tukey a=0.05, asi mismo se calculo
la concentracion letal media (CLso) y tiempo letal medio (TLso), usando el software
estadistico Minitab® 18.
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6 RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Efecto de extracto acetonico de Heterotheca inuloides sobre Poecilia

reticulata

En el presente trabajo se observé que el extracto acetonico de las partes
aéreas de Heterotheca inuloides sobre alevines de Poecilia reticulata (Cuadro 4)
caus6 mortalidad del 100 % a una concentracion de exposicién de 100 mg Lt en 6
h de exposicién, el tiempo letal medio TLso fue de 4.5 h, es decir que en este tiempo
estimado se dio la mortalidad del 50 % de la poblacién de peces. La concentracion
letal media CLso fue de 12.39 mg L, de acuerdo a la clasificacién toxicoldgica
(Cuadro 13) de Helfrich et al. (2009) para productos-agricolas en peces, la CLso

entro en la categoria de Ligeramente Toxico.

Cuadro 4. Actividad toxicolOgica del extracto acetonico de las partes aéreas de

Heterotheca inuloides sobre alevines de Poecilia reticulata

Concentracio Mortalidad (%)

n(mgL) 1n 3h ~6h 12h 24h 48h 72h 96h Total TLso(h)

100 0 0 100 - - - - - 100.004¢  4.49
10 0 0 0 0 1111 O 0 0 11.11B 178.94
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0.008 --
0.1 0 0 0 0 0 0 0 0 0.008 --

0.01 0 0 0 0 0 0 0 0 0.008 --

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.008 --

Clso 12.39 mg L?

Resultados son el promedio de 9 determinaciones. Se realiz6 ANOVA de una via y prueba de Tukey,
letras diferentes significan tratamientos estadisticamente diferentes. P<0.001. CLso Concentracion

letal media. TLso tiempo letal medio.
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Respecto a la exposicion del extracto acetonico en adultos machos (Cuadro
5), se registré mortalidad del 100 % a concentraciones de 500, 250 y 125 mg L.
Los TLso (h) calculados para estos tratamientos fueron de 0.5, 2 y 2.78
respectivamente. La concentracion letal media fue de 62.94 mg L™! categorizandose

en Ligeramente Toxico de acuerdo con Helfrich et al. (2009).

Cuadro 5. Actividad toxicoldgica del extracto acetonico de las partes aéreas de
Heterotheca inuloides sobre adultos machos de Poecilia reticulata

Mortalidad (%)
Concentracion

1h 3h 6h 12h 24h 48 72 96h Total TLso(h)

(mg L)
h™ h

500 100 - - - S .- - - 100.00* 0.50
250 o 100 - - - - - - 10000~ 2
125 0 77.78 2222 - - - - - 100.00* 2.78
62.5 0 0 0 11111111 0 0 11.11 33.33% 117.23
31.2 0 0 0 0 0 0 0 2222 2222% 99.66
0 0 0 o 0 O 0 0 1111 11118  --
CLso 62.94 mg L

Resultados son el promedio de 9 determinaciones. Se realizé6 ANOVA de una via y prueba de Tukey,
letras diferentes significan tratamientos estadisticamente diferentes. P<0.001. CLso Concentracion letal
media. (IC fiducial de 95 % inferior de 42.123 mg L y superior de 95.257 mg L). TLso tiempo letal
medio.

21



En el bioensayo con adultos hembras (Cuadro 6) se registré6 mortalidad del
100 % a 500 mg L'ty 250 mg L%; los TLso fueron 0.5 h'y 2.67 h, respectivamente. A
la concentracion de 125 mg L se obtuvo 55.56 % de mortalidad acumulada a 96 h,
menor a la registrada por los machos. La CLso para las hembras fue de 103.67 mg
L entrando en la categoria de Minimamente Toxico segln Helfrich et al. (2009).

Cuadro 6. Actividad toxicoldgica del extracto acetdnico de las partes aéreas de
Heterotheca inuloides sobre adultos hembras de Poecilia reticulata

Mortalidad (%)
Concentracion

1h 3h 6h 12 24h 48h 72h 96h  Total TLso (h)

(mg L)
h

500 88.89 11.11 - - - - - - 100.004 0.50
250 0 8889 11.11 - - . - - 100.00~ 2.67
125 0 2222 0 O 111.1 2222 0 O 55568 66.05
62.5 O 0 0 .0 0O 0 3333 0 33338 100.95
31.2 o 0 0.0 O O 0 O 0.008€ -

0 O 0 -0 0 0 2222 0 0 2222¢ -
CLso 103.67 mg L

Resultados son el promedio de 9 determinaciones. Se realiz6 ANOVA de una viay prueba de Tukey,
letras diferentes. significan tratamientos estadisticamente diferentes. P<0.001. CLso Concentracion
letal media. (IC fiducial de 95 % inferior de 69.099 mg L y superior de 161.550 mg L™?). TLso tiempo

letal medio.

Se observdé una CLsp menor en alevines respeto a adultos. Pelli y
Connaughton (2015) reportaron que los efectos de fluoxetina en P. reticulata fueron
mas pronunciados a menor edad, es decir, que los alevines son mas susceptibles
gue los adultos debido a su tamafio y por lo tanto, rapida absorcion de los
xenobidticos. No obstante, los contaminantes acuaticos podrian ser perjudiciales en

todas las etapas de vida.
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6.2 Efecto de extracto metandlico de Heterotheca inuloides sobre Poecilia

reticulata

Se observdé que la mortalidad del extracto metandlico sobre alevines
(Cuadro 7) fue del 100 % a las concentraciones de 500 mg Ly 250 mg L. El TLso
a500 mg L fue de 2 hy a 250 mg L™ fue de casi un dia (23.09 h). La concentracion
letal media fue de 187.16 mg L, segin Helfrich et al. (2009) se categorizd en

Minimamente Toéxico.

Cuadro 7. Actividad toxicoldgica del extracto metandlico de las partes aéreas de
Heterotheca inuloides sobre alevines de Poecilia reticulata

Mortalidad (%)
Concentracion

1h 3h 6h 12h 24h 48h 72h 96 Total TLso(h)

(mg L)
h

500 0 100 - - \ - - - 10000 2
250 0 0 0 4444222222221111 0 100.00 23.09
125 o 0 ©0.0 O 0 O 0 000 -
62.5 o 0 .0 O O 0 0O 0 000 -
31.2 o, 0 0 O O 0 0O 0 000 -

0 o 0 O O O 0 0 0 000 -
ClLso 187.16 mg L.

Resultados son el promedio de 9 determinaciones. Se realiz6 ANOVA de una via. CLso

Concentracion letal media. TLso tiempo letal medio.
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En la exposicion al extracto metandlico de las partes aéreas de H. inuloides
en los adultos macho de P. reticulata (Cuadro 8), la Unica concentracién que mostré
mortalidad acumulada a 96 h fue a 500 mg L, alcanzando 100 % de mortalidad,
mientras que a la concentracion de 250 mg L e inferiores se observéd un efecto

estadisticamente igual al control negativo.

Por otra parte, se observo que a la concentracion mas alta el TLso fue corto
con apenas 1.32 hy la CLsp fue de 223.97 mg L™ correspondiente a la categoria de
Minimamente Toxico (Helfrich et al., 2009) (Cuadro 13).

Cuadro 8. Actividad toxicoldgica del extracto metandlico de las partes aéreas de
Heterotheca inuloides sobre adultos machos de Poecilia reticulata

Concentracion Mortalidad (%)

(MgLY)  1h 3h 6h12h 24h 48h 72h 96h Total TLso(h)

500 11.11 88.89 - - - - - - 100.00A 1.32

250 O 0 0 0 11.11 11.11 11.11 11.11 44.44"% 93,50
125 o o0 o0-0 0 1111 0 0 11.11% 151.87
62.5 O 0 .0 0 11111111 0O 0O 22.22% 12356
31.2 0O/ 0 0 11111111 0 0O 0 22228 138.70

0 © 0 O 0 0 11111111 0 22.22° -
CLso 223.97 mg L

Resultados son el promedio de 9 determinaciones. Se realiz6 ANOVA de una via y prueba de Tukey,
letras diferentes significan tratamientos estadisticamente diferentes. P<0.001. CLso Concentracion
letal media. (IC fiducial de 95 % inferior de 148.728 mg L y superior de 364.322 mg L1). TLso tiempo

letal medio.
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La mortalidad acumulada a 96 h del extracto metandlico de las partes
aéreas de H. inuloides en pez guppy hembras (Cuadro 9) llegé al 100 % en la
concentracion de 500 mg L. Aungue se registraron individuos muertos en el control
y en los tratamientos de 31.2 mg Ly 62.5 mg L%, la mortalidad a estos niveles
pudo haber ocurrido a la susceptibilidad de los individuos similar a lo que sucedid
en el control. El TLsp en 500 mg L™! fue de apenas 30 minutos (0.5 h); a 250 mg Lt
el TLso paso a ser de casi dos dias (44.91 h).

Cuadro 9. Actividad toxicoldgica del extracto metandlico de las partes aéreas de
Heterotheca inuloides sobre adultos hembras de Poecilia reticulata

Mortalidad (%)
Concentracion

1h 3h 6h 12h 24 48h 72h 96h Total TLso(h)
h

(mg L)

500 88.89 11.11 - - 2 - - 100.00¢ 0.50

250 11.11 3333 0 1111 O 0 0 0 55568 4491
125 0 22221111 0 0 1111 O 0 44.44%8 90.57
62.5 0 0 11.11 1111 O 0 1111 0 33.33% 117.25
31.2 11.11 11.11 11.11 O 0 0 0 0 33.338 196.71

0 0 11111111 O 0 0 0 0 22.228 --

ClLso 153.74 mg L

Resultados son el promedio de 9 determinaciones. Se realiz6 ANOVA de unaviay prueba de Tukey,
letras diferentes significan tratamientos estadisticamente diferentes. P=0.011. CLso Concentracién
letal-media. (IC fiducial de 95 % inferior de 73.542 mg L y superior de 269.985 mg L). TLso tiempo

letal- medio.
La CLso a 96 h para las hembras fue de 153.74 mg L™, menor a la estimada

para los peces machos. A pesar de ello, se clasific6 también en la categoria

Minimamente Toéxico segun Helfrich et al. (2009).
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De acuerdo a los resultados presentados anteriormente, se identificd que
las concentraciones letales medias provocadas por el extracto aceténico fueron
menores a las del extracto metandlico de H. inuloides, es decir, el efecto letal en
peces Poecilia reticulata se dio a menor concentracion del extracto aceténico.

La CLso fue menor en alevines respecto a los adultos en el extracto
acetonico. Esto se puede comparar con lo reportado por Ventura-Salcedo et al.
(2016) para el extracto hexanico de Senecio salignus DC. (Asteraceae) que
presentd CLso de 35.41 mg Lt en alevines y 71.63 mg L en adultos de P. reticulata;
la diferencia podria radicar en la menor longitud y peso, asi como en la diferente
tasa metabdlica: las larvas carecen de maduracion fisiolégica de 6rganos y tejidos
responsables de la transformacion y eliminacion de contaminantes téxicos, como lo
son el rifion, intestino e higado. En contraparte, los peces adultos cuentan con los

organos desarrollados para la eliminacion de sustancias toxicas (Grech et al., 2019).

Pino-Otin et al. (2019) obtuvieron CLsoa 24 h para Daphnia magna de 0.093
y 0.103 mg L™ con los extractos etandlico y hexanico, respectivamente de las partes
aéreas de Artemisia absinthium L. (Asteraceae). Las concentraciones fueron
menores debido a que D. magna es un organismo de tamario inferior y se encuentra
en un nivel trofico menor a los peces. Con esto se demuestra que las plantas de la

familia Asteraceae pueden ser toxicas para organismos no blanco.

6.3 ldentificacién del compuesto principal en extracto acetonico

En la Figura 1 se muestra el cromatograma del extracto acetonico debido a
gue fue el de mayor actividad frente a Poecilia reticulata en los tres tipos de
bioensayo: alevines, adultos machos y adultos hembras. En el cromatograma se
observaron seis picos principales y, ademas, en la base unos picos mas pequefos
gue pueden corresponder a otros. El pico de mayor intensidad se encontré en el

tiempo de retencion de 14.4 min. Empleando esta técnica, se han identificado
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previamente ciertos compuestos de tipo presentes en el extracto acetonico de

Heterotheca inuloides (Rodriguez-Chévez et al., 2019).
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Figura 1. Cromatograma por HPLC del extracto acetonico de Heterotheca

inuloides

La Figura 2 corresponde al cromatograma del compuesto puro aislado por
cromatografia en columna. Se observa un pico con un tiempo de retencion de 14.4
min,-similar a la sefial mas grande observada en el cromatograma del extracto
acetonico (Figura 1).
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Figura 2. Cromatograma por HPLC del compuesto principal del extracto acetonico

de Heterotheca inuloides

La similitud entre ambos tiempos de retencion permitié indicar que el pico
principal que se observa en el cromatograma del extracto aceténico de H. unuloides
corresponde al compuesto 7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleno, mostrado en la Figura 3.
La diferencia con el cadaleno es la saturacion de un enlace en el primer anillo
aromatico y un sustituyente hidroxilo en el segundo anillo aromatico (Ait El Had et
al., 2020). Este compuesto es un sesquiterpeno, este grupo se caracteriza ya que
posee tres unidades de isopreno, teniendo en total 15 &tomos de carbono (Kashkooli
et al., 2019).
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Figura 3. 7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleno

Las plantas de la familia Asteraceae son abundantes en monoterpenos y
sesquiterpenos (Riaz et al., 2020). Por ejemplo, Julio et al. (2017) reportaron a (52)-
2,6-dimetilocta-5,7-dien-2,3-diol, un monoterpeno como el compuesto principal
aislado del hidrolato de A. absinthium. También se han aislado monoterpenos y
sesquiterpenos de Otanthus maritimus L. como crisantenona, filifolona, cis-

crisantenil acetato y a-pineno (Bessada et al., 2015).

Zhao et al. (2015) identificaron diferentes clases de sesquiterpenos en
plantas del género Senecio: eremofilanos, cacaloides, eudesmanos, germacranos,
bisabolanos 'y oplopanos; en menor cantidad cadinanos, fomalairdanos,
cariofilanos, . guaianos e isodaucanos. Se ha reportado al 7-hidroxi-3,4-
dihidrocadaleno como el compuesto principal del extracto acetonico de H. inuloides

(Rodriguez-Chéavez, Méndez-Cuesta, et al., 2019).
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6.4 Efecto de 7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleno sobre Poecilia reticulata

La mortalidad del compuesto principal aislado del extracto acetonico de
Heterotheca inuloides sobre alevines de Poecilia reticulata se muestra en el Cuadro
10. Se registré mortalidad del 100 % a las concentraciones de 100y 10 mg L%, en
las cuales el tiempo letal medio no superd una hora de exposicién. En el tratamiento
de 1 mg L se registré una mortalidad acumulada de 77.78 % con TLso de 59.7 h,
un tiempo mayor con respecto al registrado para las concentraciones mas altas. Las
concentraciones menores (0.1 mg L? y 0.01 mg L?) no mostraron efectos

toxicoldgicos.

La concentracion letal media calculada fue-la mas baja de todos los
bioensayos de la presente investigacion con 0.89.mg L. De acuerdo a Helfrich et
al. (2009) la categoria correspondiente (CLsp de-0.11 a 1.0 mg L a 96 h) es
Altamente toéxico en peces como producto agricola. En el mismo sentido, la Norma
Oficial Mexicana NOM-232-SSA1-2009, establece que, para plaguicidas de uso
agricola, forestal, pecuario, urbano, industrial y jardineria, se debe etiquetar como

Extremadamente toxico para peces al tener CLsp <1 mg Lt a 96 h.

31



Cuadro 10. Actividad toxicoldgica de 7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleno sobre alevines

de Poecilia reticulata

Concentracion Mortalidad (%)

(MgLY)  1nh 3h 6h12h 24h 48h 72h 96h Total TLso(h)

100 100 0 0 O O O 0 0 10000~ 05
10 5556 4444 0 0O 0O O O O 100.00° 0.96
1 0O 0 0 0 222233331111 11.11 77.78*  59.7
0.1 o o0 o0 O O O 0 0 _ ‘000 -
0.01 o o0 o0 O O 0 0 .0 000 -
0 b 0o 0 O 0O 0 O 0 000 -
CLso 0.89 mg Lt

Resultados son el promedio de 9 determinaciones. Se realiz6 ANOVA de una via y prueba de
Tukey, letras diferentes significan tratamientos estadisticamente diferentes. P<0.001. CLso

Concentracion letal media. TLso tiempo letal medio.

La actividad para adultos machos del compuesto principal se reporto en el
Cuadro 11 en el que se observo mortalidad del 100 % en las concentraciones de
100 y 10 mg L. Los TLso fueron 0.5 h'y 2 h. Las concentraciones menores no

mostraron diferencias significativas de efecto toxico respecto al control.

La CLso fue de 4.09 mg L* y de acuerdo a Helfrich et al. (2009) se encontrd
en Moderadamente Toxico. Bullangpoti et al. (2018) reportaron las concentraciones
letales medias a 24 h en Poecilia reticulata de dos monoterpenos con actividad
insecticida, CLso de 10.99 mg L de timol y 1701.93 mg L de 1,8-cineol con el cual
se observd una diferencia de un par de o6rdenes de magnitud respecto a este

estudio.
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Cuadro 11. Actividad toxicolégica de 7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleno sobre adultos

machos de Poecilia reticulata

Mortalidad (%)

Concentracion
1h 3h 6h 12h 24h 48h 72h 96 Total TLso(h)

(mg L)
h
100 100 - - - - - - - 100.00* .0.50
10 0 100 - - - - - - 100.00% 2
1 0 0 0O O 0 0 0 0 (0.008 --
0.1 0 0 0O O 0 0 0 0 .. 0.008 --
0.01 0 0 0O O 0 0 0 0 0.008 --
0 0 0 0 0O 11.11 1111 -0 0 22228 --
CLso 4.09 mg L%

Resultados son el promedio de 9 determinaciones. Se realiz6 ANOVA de una via y prueba de
Tukey, letras diferentes significan tratamientos  estadisticamente diferentes. P<0.001. CLso
Concentracion letal media. (IC fiducial de 95 % inferior de 2.224 mg L y superior de 13.346 mg L

1). TLso tiempo letal medio.

La Norma Oficial Mexicana NOM-232-SSA1-2009, establece que, para
plaguicidas de uso agricola, forestal, pecuario, urbano, industrial y jardineria, se
debe etiquetar como Altamente Téxico para peces al tener CLso entre 1y 10 mg L?
a 96 h. La exposicion con pez guppy alevines y con hembras adultos se clasificd

como Extremadamente tdxico de acuerdo a la misma norma al tener menores CLso.

El efecto de 7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleno sobre adultos hembras se
muestra en el Cuadro 12 en el cual se observé mortalidad de 100 % a 100 mg Lty
10 mg L. Los TLso fueron de 1.21 h a 10 mg L y de media hora a la concentracién
mas alta probada en este bioensayo 100 mg L. Se registr6 una mortalidad del

55.56 % a 1 mg L con un TLso de mas de tres dias (86.07 h). En el control y las

33



concentraciones de 0.01 mg Ly 0.1 mg L no se encontraron peces muertos ni

con efectos toxicos.

Cuadro 12. Actividad toxicolégica de 7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleno sobre adultos
hembras de Poecilia reticulata

Concentracion Mortalidad (%)

(mg L™) 1h  3h 6h 12h 24h 48h 72h 96h Total .. TLso(h)

100 100 - - - - - - - 10000~ 050
10 22.22 77.78 - - - - - ©100.000 1.21
1 0 11.11 O 0 2222 O 0. 22.22 55568 86.07

0.1 o 0 0 0 0 000 000 -

0.01 o 0 0 0 0 “0.0 0 000 @ -

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00¢ --

ClLso 0.98mg L?

Resultados son el promedio de 9 determinaciones. Se realiz6 ANOVA de una via y prueba de
Tukey, letras diferentes significan tratamientos estadisticamente diferentes. P<0.001. CLso
Concentracion letal media. TLso tiempo letal medio.

La CLso a 96 h para el compuesto aislado sobre adultos hembras fue de
0.98 mg L1, de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana NOM-232-SSA1-2009, que
establece que para plaguicidas de uso agricola, forestal, pecuario, urbano, industrial
y jardineria, se debe etiquetar como Extremadamente Toxico para peces al tener
Clso <1 mg L* a 96 h, al igual que este mismo compuesto en alevines. Segun

Helfrich et al. (2009) en el Cuadro 13 el compuesto se clasificd en Altamente Toxico.

En comparacion con Bullangpoti et al. (2018), la CLso de 0.98 mg L del
sesquiterpeno fue menor a las reportadas por los autores: ClLsp a 24 h de 12.51 mg
Lty 3997.07 mg L de timol y 1,8-cineol respectivamente, estos monoterpenos con

actividad insecticida clasificarian como Ligeramente Téxico y Minimamente Téxico.
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Cuadro 13. Categorias toxicoldgicas para productos agricolas en peces

Clase de toxicidad CLs0-96 h (mg L)
Suaper toxico <0.01
Extremadamente téxico 0.01a0.1
Altamente téxico 0.11a1l1.0
Moderadamente toxico 1.1a10
Ligeramente toxico 11 a 100
Minimamente toxico >100

Helfrich et al., (2009).

En los tres tipos de bioensayos se registrd también-el comportamiento de
los peces y se destaco que, en los minutos previos a la muerte dada por el 7-hidroxi-
3,4-dihidrocadaleno, su nado fue erratico e incluso se observo la inmovilidad de los
individuos al mantenerse en el fondo del recipiente con reaccion al tocar el
pedunculo caudal. Ademas, los peces presentaron movimiento rapido de las
branquias e incremento de nado en la mayor concentracion. Estas observaciones
son similares a las reportadas por Bullangpoti et al. (2018) en la misma especie con

la exposicion a timol, un monoterpeno.

Yousefi et al. (2018) obtuvieron resultados de anestesia en juveniles de
carpa comln Cyprinus carpio Linnaeus con dos monoterpenos: 300 — 100 mg L*
con citronelal'y, por separado, 400 — 2000 mg L* con linalool. El efecto anestésico
de este ultimo terpeno en pez Rhamdia quelen Quoy y Gaimard, ha sido reportado
a 150 mg L* (Heldwein et al., 2014).

Sharbidre et al. (2011) reportaron para metil paratién CLso a 96 h de 8.48
mg L' y para cloropirifés 0.176 mg L, ambos en adultos de pez guppy. Los
compuestos son plaguicidas quimicos sintéticos organofosforados y los valores de
CLso rondan alrededor del calculado en el presente trabajo (0.89 mg L) para el

compuesto aislado de un extracto botanico. Los autores también describieron
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incremento de movimiento opercular, nado anormal y estado letargico o
hiperactividad previos a la muerte; condiciones similares observadas en la

exposicion al 7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleno.

Deltametrina es un plaguicida quimico sintético piretroide que presentd CLsg
a 96 h en carpa Labeo rohita de 0.38 mg L (Suvetha et al., 2015). Fue una
concentracion menor a las presentadas en esta investigacion a pesar de que el
tamafo de las carpas duplica el del pez guppy. La CLso a 48 h para P. reticulata fue
5.13 ug Lt (Viran et al., 2003). La toxicidad del plaguicida piretroide respecto a los
extractos de H. inuloides, asi como del compuesto aislado, fue mayor y podria
explicarse debido a que los peces parecen ser deficientes en el sistema enzimatico
gue hidroliza los piretroides (Bille et al., 2017).

Por otra parte, el compuesto presentd un coeficiente de particion (log P) de
4.548 (Mendoza-Fuentes, 2019). Este coeficiente representa la division de una
molécula en estado neutro en equilibrio entre dos fases liquidas en contacto:
octanol-agua (Isik et al., 2019). El valor positivo denotd que el sesquiterpeno es
lipofilico; es decir, que tiene afinidad por los tejidos grasos lo que explicaria la
toxicidad del xenobidtico en el pez guppy; la lipofilicidad facilita la absorcion por las
branquias y una vez dentro del organismo, la eliminacion es dificil (Fan et al., 2019;
Tang et al., 2018). Ademas, la ONU (2019) menciona que las sustancias con un

potencial real de bioconcentracion son aquellas con un valor de log P = 4.

Los extractos botanicos y sesquiterpenos no se encuentran dentro del
listado de sustancias peligrosas en la Norma Oficial Mexicana NOM-052-
SEMARNAT-2005, Que establece las -caracteristicas, el procedimiento de
identificacion, clasificacion y los listados de los residuos peligrosos. A pesar de ello,
en este trabajo se reporté que el compuesto 7-hidroxi-3,4.dihidrocadaleno tuvo

toxicidad moderada en pez guppy.
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6.5 Perspectivas del trabajo

Se requieren mas estudios para comprender mejor los mecanismos de
accion de los plaguicidas botanicos, tanto de los extractos como de los compuestos
aislados en el pez guppy, asi como una evaluacibn mas completa de riesgo a
diferentes comunidades naturales de organismos no blanco de diferentes niveles
troficos y andlisis de biodegradabilidad a fin de garantizar una incorporacion mas
segura de los productos en el manejo de plagas agricola.
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7 CONCLUSIONES

Los peces Poecilia reticulata presentaron mayor mortalidad tanto en larvas
como en machos y hembras a menores concentraciones del extracto aceténico de
Heterotheca inuloides respecto del extracto metandlico de la misma planta.- La
clasificacion de toxicidad para peces fue ligeramente y minimamente téxico para los

extractos acetdnico y metanolico, respectivamente.

El sesquiterpeno 7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleno fue el compuesto principal
presente en el extracto acetdénico de H. inuloides, dicho.compuesto se puede
catalogar como altamente toxico por exposicion aguda en machos adultos de P.

reticulata y extremadamente toxico para alevines como para hembras adultos.

Por lo tanto, la aplicacion de extractos naturales como productos
insecticidas agricolas son ecolégicamente mas seguros para organismos no blanco
gue el uso de sus compuestos activos aislados debido a que se observé mayor

mortalidad con el 7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleno en P. reticulata.
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