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Resumen
Correspondencia Tribolium castaneum es una plaga que infesta los productos agri-
I. Tirado-Ballestas colas almacenados, principalmente granos. Una alternativa de con-
E-mail: itradob@unicartagena.edu.co trol son los productos naturales, destacandose los aceites esencia-
Teléfono: +57 5 3016733900 les. Se evalu6 la actividad repelente del aceite esencial de Bursera
Recibido: 18 octubre 2017 graveolens Jacq. ex L. contra T. castaneum aplicando el método

de area de preferencia. Los resultados muestran diferencias signi-
ficativas (p<0.005) entre el area tratada y no tratada en las dosis
0.02, y 0.2uL/cm2 luego de dos horas de exposicion. Dicha activi-
dad decreci6é al aumentar el tiempo de exposicion. En conclusion,
el aceite esencial de B. graveolens podria ser un repelente efectivo
contra este insecto plaga.
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Abstract

Repellent Activity of the essential oil of Bursera graveolens Jacq.
ex L., against Tribolium castaneum Herbst, 1797 (Coleoptera:
Tenebrionidae)

Tribolium castaneum (Herbst, 1797) is a plague that infest store
products, mainly grains. One alternative to control it is the use of
natural products, highlighting the essential oils. It was evaluated
the repellent activity of the essential oil of Bursera graveolens
Jacq. ex L. towards T. castaneum. Results shows significant
differences (p<0.005) between the treated area and the non trated
area at 0.02, and 0.2 pL/cm2 doses after two hours of exposition.
Repellent activity decreased when the time of exposition increased.
In conclusion, the essential oil of B. graveolens could be an
effective repellent against plague insects, being also this report the
first related to repellency in this plant.

Key words: Tribolium castaneum, Repellency, Bursera graveolens,
Aromatic plan (MeSH).
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Introduccion

Durante el proceso de recoleccidn, transporte,
almacenamiento y distribucion de los granos ali-
menticios se pueden presentar infestaciones por
plagas de insectos, que afectan la calidad, apa-
riencia y caracteristicas organo sensoriales de di-
chos productos, a causa de la contaminacidon con
restos de excremento y partes de estos organis-
mos, desvalorizando el producto y causando
pérdidas econdmicas a quienes se sustentan por
medio de esta actividad (Caballero-Gallardo et al.
2014, Utono et al. 2014).

El escarabajo rojo de la harina Triboleum
castaneum Herbst, 1797, es uno de los insectos
plaga distribuido a nivel mundial que con mayor
frecuencia se encuentra contaminando los produc-
tos almacenados (Olivero-Verbel ef al. 2013). En
los paises en via de desarrollo, el método que
actualmente utilizan los agricultores y distribui-
dores para combatirlo, es la utilizacion de insec-
ticidas quimicos (Sanchez Alejo 2001, Utono et
al. 2014).

En las ultimas décadas a nivel mundial se ha
incrementado el uso continuo de plaguicidas
como una solucion para la agricultura, impactando
negativamente en la calidad ambiental del suelo,
el agua y los alimentos, representando un riesgo
para la salud del consumidor final (Souza et al.
2016). La evidencia cientifica ha demostrado que
la exposicion cronica o intensa a plaguicidas
puede provocar cancer, alteraciones del sistema
nervioso y reproductivo (Landau-Ossondo et al.
2009, Souza et al. 2016), ademas el uso reiterativo
de los plaguicidas ha provocado el desarrollo de
mecanismos de resistencia a dichos compuestos
quimicos (Licciardello ef al. 2013, Zapata & Sma-
gghe 2010). Por tal motivo y teniendo en cuenta
que un producto agroquimico disefiado para
combatir plagas debe procurar conservar las
caracteristicas que hacen que un alimento sea ino-
cuo para el consumo humano (Kaushik & Kaushik
2007), se estudian nuevas alternativas disponibles
en la naturaleza para dar soluciéon a esta pro-
blematica, una de ellas es la utilizacion de aceites
esenciales extraidos de plantas que permitan
reducir la excesiva dependencia a los plaguicidas
quimicos, el impacto negativo al ambiente y el
riesgo a la salud humana (Nenaah 2014, Olivero-
Verbel et al. 2013).

Los aceites esenciales en los ultimos afios han
sido foco de atencion por sus propiedades insec-

ticidas, repelentes, atrayentes y antimicrobianas
(Li et al. 2015). Bursera graveolens Jacq. ex L. es
una especie arbdrea que se encuentra principal-
mente en lugares semi humedos y semi aridos
ampliamente distribuida por desde centro américa
en su mayor parte de México, extendiéndose hasta
sur de américa incluidas las antillas (Daly 1993) y
su aceite esencial ha sido estudiado por sus pro-
piedades farmacéuticas, antiparasitarias y anti-inf-
lamatorias (Carretero et al. 2008, Rosas-Arreguin
et al. 2008), sin embargo, no se han encontrado
estudios que demuestren la actividad insecticida
del aceite esencial sobre el adulto del escarabajo
de la harina.

Dentro del marco del desarrollo de estrategias
para el control de plagas para la proteccion de
productos almacenados, se deben estudiar los
extractos plantas con capacidad repelente o insec-
ticida. Por tal razdn, el objetivo de este estudio fue
la evaluacion por primera vez de la actividad
repelente del aceite esencial de B. graveolens
obtenido por hidrodestilacion, frente insectos
adultos de T. castaneum, una de las plagas mas
establecidas, y compararlo con un repelente
comercial (USB-LMOLI).

Material y Métodos

Obtencion de material de estudio

Se utiliz6 material foliar fresco de un ejemplar del
Bursera graveolens Jacq. ex L ubicado en terrenos
colindantes a la universidad de San Buenaventura
de la ciudad de Cartagena (Bolivar) (10°23°13.5”’
N, 75°27°59.0”” W). La identificacion taxonéomica
de las plantas se llevo a cabo en el Herbario de la
universidad de Antioquia, Voucher COL00023
4703. Las hojas colectadas fueron lavadas con
agua y se hizo seleccion de las que estaban en me-
jor estado para luego ser troceadas, pesadas y so-
metidas al proceso de extraccion.

El aceite esencial de B. graveolens fue obte-
nido de la corteza y hojas sometidas al método de
hidrodestilacion, utilizando sistema Clevenger con
equipo de capacidad para 1000 mL. Se pesaron
125 g de material vegetal en trozos y se introdu-
jeron en el balon que contenia 500 mL de agua,
garantizando que quedasen por debajo de 2-3 cm
bajo el agua. El tiempo de extraccion del aceite se
llevé a cabo durante 4 horas (Torrenegra, Cle-
mente, Osorio, & Leon, 2014). El aceite obtenido
se deposito en frasco de vidrio ambar tapado y se
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conservo a temperatura de 4 °C hasta su uso.
Estandarizacion de insectos

Los especimenes de 7. castaneum utilizados en es-
te trabajo se criaron en las instalaciones de los
laboratorios del Grupo de Quimica Ambiental y
Computacional de la Universidad de Cartagena,
en contenedores de vidrio trasparentes cubiertos
por una doble malla que contenian harina de trigo
de la cual se alimentaban. Los insectos se mantu-
vieron libres de luz directa, a 29 = 1 °C y 70-80%
de humedad relativa. Se hizo estandarizacion in
vitro de las edades, se contaron, alimentaron y eli-
minaron gorgojos muertos semanalmente.

Montaje de ensayo

Empleando el método de area de preferencia des-
crito por Tapondjou et al. (2005), para desarrollar
el experimento se utilizaron cajas de Petri de 9
cm de diametro y papel filtro de igual tamafio, el
cual se cortd en dos trozos iguales. El aceite es-
encial fue evaluado a concentraciones de 1%
0,1%, 0,01%, 0,001%, 0,0001%, utilizando como
solvente acetona (Merck, grado HPLC). Posterior-
mente, fueron aplicadas alicuotas de 125 uL de la
solucion utilizando una micropipeta calibrada. La
aplicacion se realizo de forma lenta y uniforme en
una mitad del papel filtro (drea tratada) y otros
125 pL de acetona fueron aplicados en la otra mi-
tad (area no tratada). Tanto las areas tratadas con
la solucién del aceite esencial como el control se
dejaron secar a temperatura ambiente por 1 minu-
to con el objetivo de dejar evaporar el solvente,
para luego ser nuevamente pegadas con cinta
adhesiva y colocadas en la caja de Petri
(Descamps et al. 2008) .

En el centro de cada caja, fueron colocados 20
insectos a partir de la cuarta generacion criados en
el laboratorio y se tapd la caja. Las cajas fueron
cubiertas para protegerlas de la luz. Se realizaron
cinco replicas para cada dilucion. Se hace reporte
del numero de insectos presente en cada area
(tratada y control) pasado el tiempo de exposicion
(2 y 4 horas). Este bioensayo se hizo por
duplicado. Posteriormente, se realizd un trata-
miento con un insecticida comercial en presen-
tacion aerosol (USB-LMO1/control positivo)
(nombre comercial: Baygon formula plus cucara-
cha y hormigas) cuyos principios activos son los
piretroides imiprotrina 0,1% y ciflutrina 40:60
0,1%. El insecticida se diluy6 a las mismas
concentraciones y condiciones que el aceite

esencial. La representacion esquematica de la
metodologia puede apreciarse en la figura 1.
El porcentaje de repelencia fue calculado de
acuerdo con la ecuacion:
PR = [(Nc — Nt)/(Nc + Nt)] x100
Nc: nimero de insectos en el area control (acetona)
Nt: ntimero de insectos en el area tratada (Aceite esencial + acetona)
En caso de que se encontrara un mayor
numero de insectos en el area tratada (Nt > Nc), el
porcentaje de repelencia seria negativo, e interpre-
tado como actividad atrayente (You et al. 2015).

Métodos estadisticos

Fue calculada la DRso, que indica la dosis de acei-
te necesaria para repeler al 50% de los insectos.

Para la interpretacion estadistica de los
resultados, fue realizado un test de Barlett, permi-
tiendo identificar la igualdad de varianzas. En
adicion, fue realizada la verificacion de la distri-
bucion normal por medio del test Kolmogorov-
Smirnov. Ademas, fue realizada una prueba ¢ de
Student para determinar las diferencias estadis-
ticamente significativas entre los dos tiempos de
exposicion, con un p <0,05.

Resultados

Los resultados de repelencia son presentados co-
mo el promedio del porcentaje de repelencia +
error estandar (X + SE), seglin lo reportado por
Hernandez-Lambrafio et al. (2015) y (Olivero-
Verbel et al. 2013). Los insectos encontrados
luego del tiempo de exposicion en el drea tratada
y el control fueron comparados con el fin de iden-
tificar diferencias estadisticamente significativas.
Una vez se comprueba dicha diferencia, es
confirmada la actividad repelente o atrayente del
aceite frente a los insectos, con base en el nimero
obtenido.

Los porcentajes de repelencia obtenidos para
el aceite esencial USB-AE(O1 y el insecticida
comercial USB-LMO1 (usado como control posi-
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Figura 1. Montaje de repelencia de acuerdo con las
recomendaciones de Tapondjou ef al (2005).
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Figure 1. Repellency assay according to the recommendations of
Tapondjou et al (2005).
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tivo) son presentados en la tabla 1.

El aceite esencial USB-AEO1 mostré un porcen-
taje de repelencia estadisticamente significativo a
las 2 horas de exposicion a concentraciones de 0,2
y 0,02 uL/cm?. Se observé quedicho porcentaje de
repelencia disminuy6 con las concentraciones
menores y segun transcurrié el tiempo de expo-
sicion, aunque cabe resaltar que, a las 4 horas, aliin
existe diferencia significativa en la dosis 0,2
pL/cm?. Los valores del porcentaje de repelencia
reportados a las 2 y 4 horas son respectivamente
48% y 19% (0,02 puL/cm?) 73% y 37% (0,2
uL/cm?). La DR, hallada estadisticamente, mos-
tr6 una media de 0,0044, con limites inferiores y
superiores (0,008 y 0,0025 respectivamente).

Los resultados hallados a partir de USB-LMO1
mostraron diferencia estadisticamente significa-
tiva a las dosis 0,2 y 0,02 pL/cm? (p<0,05), una
disminucion a las concentraciones menores y al
aumentar el tiempo de exposicion y al igual que
el aceite esencial (USB-AEO01). Este siguié mos-
trando diferencia en la dosis 0,2 pL/cm? una vez
transcurridas las 4 horas del bioensayo. Estos
resultados sugieren que el aceite esencial tiene la
misma capacidad repelente frente a los insectos
plaga que un insecticida comercial ampliamente
utilizado.

Discusidn
Aunque existe gran variedad de productos qui-

micos en el mercado disponibles para el control
de plagas, los efectos adversos ocasionados al

ambiente y el hombre, obligan a la busqueda de
mejores alternativas para tratar este problema
(Olivero-Verbel et al. 2013). Se ha reconocido que
las plantas producen aceites esenciales con activi-
dad insecticida y/o repelente tanto contra insectos
plagas en la agricultura (Yazdgerdian et al. 2015),
como contra acaros y parasitos hematofagos (Rey-
Valeiron et al. 2017). Estos constituyen la base
para la elaboracién de formulaciones alternativas
para el control de diversos organismos perjudicia-
les para la industria de alimentos, entre los que el
T. castaneum, reconocido por ser una de las
principales plagas que afecta granos y cereales
almacenados.

Las actividades biolégicas de las diferentes
especies del género Bursera son ampliamente
conocidas. Entre dichas actividades reportadas, se
destaca la efectividad biocida y antialimentaria de
Bursera copallifera (Sessé & Mog. ex DC.)
Bullock y Bursera grandifolia (Schltdl) Engl.
frente a insectos plaga como Spodoptera frugi-
perda (Smith, 1797) y Callosobruchus chinensis
(L., 1758) (Aldana-Llanos et al. 2010) y ha sido
base de muchos productos repelentes de insectos
hematofagos (Torres-Almijos 2012, Vacacela-
Ramoén 2012), por lo que, el presente estudio
complementa los resultados de previos autores,
incluyendo la capacidad del aceite esencial de
repeler a adultos de T. castaneum, sugiriendo que
los productos que utilicen derivados de B. gra-
veolens son promisorios en la industria farmacéu-
tica. Otros reportes confirman que especies como
Bursera schlechtendalii Engl. tiene caracteristicas

Aceite Esencial Dosis (uL/cm?)

% Repelencia segun tiempo de Exposicién

2 horas 4 horas

0.00002 -21+18 2423

0.0002 11217 25+18

Bursera graveolens 0600022 4%%102“ ?gﬂg
USB-AE01 0.2 7348* 37+19*

Promedio de las 5 dosis 3048 3048

DRs, (UL/cm?)(max.-min.)  0,0044 (0,008-0,0025) 41 (42-0,01)

0.00002 54+12 3615

0.0002 20+16 48116

0.002 26122 46+13

USB-LMO01 0.02 54+10** 67+8
0.2 88+5** 737

Promedio de las 5 dosis 48+7 5315

DRso (UL/cm?)(max.-min.)

0,0010 (0,04-0,0003) 0,001 (0,001-0,0001)

* Diferencia significativa (p<0,05) entre el numero de organismos en las areas tratadas y no tratadas.
** Diferencia significativa (p<0.005) entre el niUmero de organismos en las areas tratadas y no tratadas.

Tabla 1. Porcentajes de repelencia obtenidos para el aceite esencial de Bursera graveolens (USB-AEOQ1) e insecticida control (USB-LMO1)
frente a Tribolium castaneum. Los resultados son presentados como la media + error estandar de 5 réplicas.

Table 1. Repellency percentage of essential oil of Bursera graveolens (USB-AEO1) and control insecticide (USB-LMO1) against Tribolium
castaneum. The results are presented as the mean + standard error of 5 replicates.
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antitumorales y antiinflamatorias (McDoniel &
Cole, 1972). Estos autores identificaron el
compuesto 3-(3,4-metilendioxibencil)-4-(3°,4”,5-
trimetoxibencil) tetrahidrofurano como posible
agente inhibidor de la proliferacion de células
cancerigenas in vitro. Por otro lado, Carretero et
al. (2008) y Rosas-Arreguin et al. (2008)
confirmaron mediante estos dos trabajos la activi-
dad antitumoral y antiinflamatoria de Bursera
simaruba (L.) Sarg. y Bursera fagaroides (Kunth)
Engl., respectivamente.

En el presente estudio, los porcentajes de repe-
lencia mostraron que los aceites esenciales son tan
efectivos como el repelente comercial. El aceite
esencial de B. graveolens mostré la capacidad de
repeler insectos adultos de T. castaneum, aun en
la menor concentracion utilizada. Este comporta-
miento puede atribuirse a la alta volatilidad de los
metabolitos presentes en los aceites, en con-
secuencia observamos mayor variabilidad de los
datos de repelencia a las tres concentraciones mas
bajas, como también lo describe (Olivero-Verbel
et al. 2013) en su estudio, al evaluar la actividad
repelente de los aceites esenciales de diversos
géneros también presentdé mayor variabilidad a las
concentraciones mas diluidas, pero a concen-
traciones mayores se obtuvo inclusive mejor
actividad en los aceites que en el repelente
comercial.

Aunque el aceite esencial USB-AEO01 no mos-
tr6 una mayor actividad que el repelente
comercial USB-LMOI, si se observé que los valo-
res de porcentaje de repelencia a las mismas
concentraciones y tiempos de exposicion eran
muy similares en las dosis 0,02 y 0,2. El calculo
de DRj, del aceite, hallado con el fin de determi-
nar la relacion dosis-respuesta, muestran una
capacidad repelente aceptable en comparacion con
otros estudios realizados previamente.

De acuerdo con lo anterior y comparandolo
con los resultados obtenidos en el estudio de
(Zapata & Smagghe 2010), donde la actividad
repelente de los aceites esenciales extraidos de
Laurelia sempervirens (Ruiz & Pav.) Tul y Dri-
mys winteri J.R Forst. & G.Forst, también se vio
significativamente influenciada por las concen-
traciones a las cuales fue sometido, se notd que la
accion repelente frente a 7. castaneum se
incrementd a mayor tiempo de exposicion. Esto se
le atribuyo la presencia de safrol, un compuesto
que hace parte de la estructura de varios aceites
esenciales cuyas propiedades para repeler han

sido demostradas.

En el estudio realizado por You et al. (2015),
fue evaluada la composicion quimica de los acei-
tes esenciales extraidos de seis especies de
Murraya J Koenig ex L. (Rutaceae) y su actividad
repelente contra 7. castaneum. Encontraron que el
porcentaje de repelencia se comport6 de acuerdo a
las concentraciones y el tiempo de exposicion.
Sus resultados mostraron una efectividad del 98%
de repelencia a las 2h de exposicion en el caso de
Murraya euchrestifolia Hayata, la cual, a las 4h,
descendiéo un 20% pero mostrd6 mejor actividad
que la del repelente comercial utilizado como con-
trol positivo. El andlisis cluster mostré que la
capacidad repelente esta relacionada con Ia
composicion quimica de los aceites pero que no
depende de estos individualmente para este caso y
que la presencia de algunos compuestos puede
afectar dicha actividad.

De los componentes quimicos de Busera se ha
dicho hasta el momento que hacen parte del meca-
nismo de defensa del arbol frente a sus depre-
dadores herbivoros (Becerra et al. 2001), lo que
sugiere que la actividad repelente de un aceite esta
intimamente relacionada con la presencia de
compuestos especificos, los cuales pueden activar
mecanismos fisioldégicos que generan repulsion a
los aceites esenciales por parte de insectos (Zapata
& Smagghe 2010).

Los componentes mayoritarios del aceite
esencial de Bursera son principalmente compues-
tos fenodlicos, terpenos y terpenoides (Becerra
2007), siendo los mas destacados el 2-feniletanol,
a-felandreno y B-felandreno en Bursera velutina
Bullock (Noge 2011); a-pineno, a-thujeno, sabi-
neno, p-cimeno, o-felandreno y limoneno en Bur-
sera graveolens (Torres-Armijos 2012, Vacacela-
Ramoén 2012).

Entre los terpenos y sesquiterpenos reportados
para Bursera graveolens. se incluyen dihidro-o-
agarofurano, 5,11-epoxi-4a,58,10a-cudesm-1-eno,
4a-hidroxidihidroagarofurano, 38,48,0xidoagarofu
rano y 10-epi-y-eudesmol entre otros que no han
sido reportados en otras plantas (Yukawa et al.
2004). Los compuestos terpénicos y sesquiterpé-
nicos provenientes de otras plantas aromaticas
diferentes de Bursera han sido ampliamente
reportados por su actividad repelente frente a
coledpteros considerados plagas agricolas, princi-
palmente 7. castaneum (Caballero-Gallardo et al.
2014, Caballero-Gallardo et al. 2012, Nerio et al.
2010) y Sitophilus zeamays (Motschulsky, 1855)
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(Nerio et al. 2009). Otros reportes de extractos
metanodlicos de Bursera simaruba incluyen la pre-
sencia de compuestos relacionados con bioactivi-
dad antitumoral y antiinflamatoria, como yateina
y compuestos de las familias dibenzilbutirolactona
y ariltetralina lactona (Maldini et al. 2012).

Aun siendo los resultados de este estudio muy
favorables, al compararlos con los obtenidos por
Nenaah et al. (2014), cuyo estudio evalta direc-
tamente la actividad repelente de los compuestos
puros extraidos de los aceites por cromatografia,
se observan mejores resultados. Estos autores
refieren que, entre los factores que influyen en la
actividad repelente de los aceites esenciales, des-
taca la capacidad de penetracion de las nanoparti-
culas de los compuestos puros a través de la
transcitosis a varios tipos de células epiteliales o
endoteliales y agruparse en los compartimientos
de éstas. Aademads, podrian viajar por el sistema
nervioso, la sangre y vasos linfaticos del insecto
produciendo estrés oxidativo e interfiriendo con
sus funciones fisiologicas (Caballero-Gallardo et
al. 2014), aunque se requieren estudios posterio-
res para saber con certeza el posible mecanismo
de accion del aceite esencial evaluado en esta
investigacion.

Hoy en dia, se reconoce que los aceites esen-
ciales son una eficaz ¢ importante fuente natural
de agentes repelentes con fines pesticidas y mejor
aun al ser biodegradables se asegura la contribu-
cion con el medio ambiente y sus efectos tendrian
poca o nada de nocividad para el ser humano
(Caballero-Gallardo et al. 2014), aunque es reco-
mendable, evaluar su toxicidad en mamiferos
(Nenaah 2014).

Los repelentes obtenidos a partir de aceites
esenciales y sus metabolitos se ofrecen como una
excelente herramienta para combatir las plagas
que afectan los productos almacenados por su alta
efectividad (Olivero-Verbel et al. 2013) y se ha
demostrado que pueden, inclusive tener mejor
actividad repelente que los insecticidas comercia-
les (You et al. 2015) debido a su alta volatilidad,
la cual le confiere accion fumigante, lo es idéneo
para combatir las plagas de productos almace-
nados (Nenaah 2014).
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