Recursos Naturales y Ambiente/no. 58: 45-50

Evaluacion de |a actividad insecticida
N vitro de extractos vegetales contra
la broca del café

Oscar M. Mosqueral,
Lina M. Henao, Jaime Niiio

Las plantas tropicales

pueden ser fuente de nuevos
insecticidas naturales. Se
infiere, que la biodiversidad
de las plantas del Parque
Regional Natural Ucumari
-especialmente de las familias
Ranunculaceae, Piperaceae y
Solanaceae - puede ser una
alternativa importante para la
obtencion de bioplaguicidas
para el control de la broca del
café.
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Resumen

En la busgueda de plantas con actividad insecti-
cida para ser empleadas en el manejo integrado
de la broca del café (Hyphothenemus hampei),
se evaluaron 46 extractos crudos de diclorome-
tano y metanol obtenidos de plantas recolectadas
en zonas de reserva de la Ecorregion del Eje
Cafetero. Dichas plantas pertenecen a las fami-
lias Apocynaceae, Asteraceae, Euphorbiaceae,
Melastomataceae, Solanaceae, Ranunculaceae,
Rubiaceae y Urticaceae.

La actividad insecticida in vitro se evalud utilizando
como unidad experimental un vial, en el cual se
introdujo una hembra de broca adulta y un grano
de café pergamino impregnado con el respectivo
extracto a evaluar (diclorometano o metanol) a
1000 mg/L. Para cada extracto se utilizaron cien
unidades experimentales con dos repeticiones.
Los extractos de diclorometano de las especies
Clematis haenkeana, Piper umbellatum y Phenax
uliginosus fueron los mas activos contra H. hampei,
Los extractos metandlicos mas activos fueron
los de Topobea cf discolor, Dunalia solanacea y
Rodostermonodaphne sp. Estos resultados con-
firman el potencial de las plantas de la zona de
reserva de la Ecorregion del Eje Cafetero como
fuente de nuevos agentes con actividad insecticida
contra H. hampei.

Palabras claves: Hyphothenemus hampei,
Clematis haenkeana, Piper umbellatum; Phenax
uliginosus; Topobea cf discolor, Dunalia solanacea,
Rodostemonodaphne; estudios in vitro; biopros-
peccion; insecticidas de origen vegetal; flora; bio-
diversidad; Ecorregion del Eje Cafetero; Colombia.

summary

Evaluation in vitro of vegetal extracts insecti-
cidal activity against the coffee berry borer. In
the search of plants with insecticidal activity for the
integrated management of the coffee berry borer
(Hyphotenemus hampei) pest, 46 dichloromethane
and methanol crude vegetal extracts were evaluated.
The plants evaluated belong to the Apocynaceae,
Asteraceae, Euphorbiaceae, Melastomataceae,
Solanaceae, Ranunculaceae, Rubiaceae and
Urticaceae families, and were collected in natural
reserves of the Colombian Coffee Eco-region.

For evaluating the in vitro insecticidal activity, a vial
was used as experimental unit in which a mature
female coffee berry borer and a coffee grain soaked
in the respective extract solution (dichlorometh-
ane or methanol) at 1000 mg/L were introduced.
For each plant extract analyzed, one hundred
experimental units with two replicates were used.
The most active dichloromethane extracts against
H. hampei were those belonging to the species
Clematis haenkeana, Piper umbellatum and Phenax
uliginosus, while the most active methanolic ones
were Topobea cf discolor, Dunalia solanacea and
Rodostemonodaphne sp. These results confirm
the potential of plants from natural reserves in the
Coffee Eco-region as a source of new agents with
insecticidal activity against H. hampei.

Keywords: Hyphothenemus hampei; Clematis
haenkeana, Piper umbellatum; Phenax uligino-
sus; Topobea cf discolor, Dunalia solanacea;
Rodostemonodaphne; in  vitro studies; bio-
prospection; botanical insecticides; flora; biodiver-
sity; Coffee Eco-region; Colombia.

Introducci n
abrocadelcafé ( Hypothenemus
hampei Ferrari, Coleoptera:
Curculionidae: Scolytidae) es

un insecto monofago que ataca al

género Coffeay es la principal plaga
de la caficultura a nivel mundial

(Jaramillo et al. 2009). Desde su

aparicién en Colombia, en 1988, se

ha distribuido por todos los depar-
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tamentos cafeteros; en la actualidad,
se encuentra practicamente en las
800.000 hectareas sembradas, lo cual
afecta la calidad del producto, la
productividad y la competitividad
del cultivo (Romero y Cortina 2007,
Poveda et 4l. 2006).

El control de la broca se realiza
mediante un programa de manejo
integrado que comprende varias

alternativas y opciones combinadas,
entre las cuales se incluyen contro-
les culturales, biol6gicos y quimicos
(Bustillo 2002, Sanchez y Rodriguez
2008). En el control bioldgico se
emplean parasitoides como las avis-
pas Heterospilus coffeicola, Prorops
nasuta, Cephalonomia stephanoderis,
y entomopatégenos como los hongos
Beauveria bassiana y Metarrizhium



anisoplae. En el control quimico se
utilizan los insecticidas endosulfan,
lorsban y sumithion, entre otros
(Jaramillo et al. 2006).

En la basqueda de nuevas alter-
nativas biorracionales que ayuden
en el control de plagas de insectos y,
a la vez, permitan sustituir los pes-
ticidas sintéticos, los fitoinsecticidas
se perfilan como una opcién agroné-
mica eficiente, viable y amigable con
el ambiente (Calderén et 4l. 2001).
Los bioinsecticidas preparados a
partir de extractos vegetales contie-
nen metabolitos secundarios como
alcaloides, sesquiterpenlactonas y
terpenos, entre otros compuestos
con acciones larvicidas, disuasorias,
repelentes y anti-alimentarias contra
un amplio rango de insectos plagas
(Isman 2006, Pungitore et al. 2003).

Entre los extractos vegetales
con actividad contra H. hampei se
encuentran los del 4rbol del neem
(Azadirachta indica, Meliaceae) que
han presentado resultados promi-
sorios como insecticida en varios
cultivos (Depieri et 4l. 2005, Mitchell
y Ahmad 2006). Ademas, los extrac-
tos de Glycine max, Phaseolus
vulgaris y Macadamia sp. han cau-
sado niveles significativamente altos
de mortalidad a la broca del café en
los diferentes estados morfolégicos
(Gomez et al. 2007). El aceite esen-
cial de Myntostachys mollis (HBK)
Grises (Lamiaceae) produjo morta-
lidad total de la broca del café (Calle
et al. 2004); también el extracto eta-
nolico de la corteza de Bocconia
frutescens (Papaveraceae) presentd
un efecto insecticida del 77,8%
sobre este insecto plaga (Valencia
et 4l. 2007). El extracto acuoso de
Trichilia havanensis (Meliaceae)
redujo significativamente el porcen-
taje de granos de café brocados
(L6pez-Olguin et al. 2006). Estos
resultados demuestran que la uti-
lizaciéon de extractos vegetales es
una estrategia promisoria para el
control de plagas y enfermedades en
cultivos de importancia agrondmica,
pues no solo se reduce el impacto

econdmico y ecoldgico producido
por el uso indiscriminado de pes-
ticidas sintéticos, sino que también
contribuyen al desarrollo de la agri-
cultura orgénica (Isman 2006).

En este trabajo se determiné la
actividad insecticida in vitro contra
la broca del café, de los extractos
crudos de diclorometano y metanol
de 23 especies vegetales recolectadas
en zonas de reserva de la Ecorregién
del Eje Cafetero (conformada por los
departamentos de Caldas, Quindio,
Risaralda, norte del Valle del Cauca
y occidente del Tolima). El propdsito
de este estudio fue obtener agen-
tes que sean menos contaminantes
con el medio ambiente y la salud
humana, pero mas efectivos en el
control del insecto.

Material bioldgico

Para determinar la actividad insecti-
cida in vitro se utilizaron granos de
café pergamino con 41% de hume-
dad y brocas hembras recién emer-
gidas. El material bioldgico fue pro-
veido por el Laboratorio Biocafé de
Chinchind (Caldas, Colombia).

Extraccién del material vegetal
Las muestras de las 23 especies vege-
tales se recolectaron en el Parque
Regional Natural Ucumari [4°43722”
Ny 75°33’90” W], ubicado en Pereira,
Colombia. Las plantas se recolecta-
ron el 28 de junio del 2006 y fueron
clasificadas por el Dr. FJ. Roldén
del Herbario de la Universidad de
Antioquia. Un espécimen de cada
una fue depositado en el Herbario
de la Universidad de Antioquia. El
extracto vegetal se obtuvo por mace-
racion durante 48 horas, por triplica-
do, con n-hexano. Los extractos com-
binados se concentraron a 45°C, a
presién reducida. EI mismo material
vegetal se extrajo con diclorometano
y metanol, siguiendo el procedimien-
to propuesto por Nifio et al. (2006).
Todos los extractos se almacenaron
a -10°C hasta su utilizacién en los
bioensayos de actividad insecticida y
en la marcha fitoquimica.

Marcha fitoquimica de

los extractos crudos de
diclorometano y metanol

Los diferentes extractos crudos se
caracterizaron mediante una marcha
fitoquimica a través de cromatogra-
fia de capa delgada, segtin la meto-
dologia descrita por Wagner y Bladt
(1996). Se utilizaron cromatofolios
en aluminio de silica gel 60 Fys,
(Merck). Para la elucion de los com-
ponentes presentes en los extrac-
tos de diclorometano se empled el
sistema n-hexano-acetato de etilo
(70:30) y para los de metanol se uti-
liz6 acetato de etilo-metanol-agua
(100:13,5:10). Los alcaloides, este-
roles, terpenos, saponinas, fenoles y
flavonoides se detectaron mediante
las siguientes reacciones de carac-
terizacién: Dragendorff, anisaldehi-
do-acido sulftrico, vainillina 1% en
acido sulfurico-etanol, cloruro férri-
co al 1% vy tricloruro de aluminio al
2%. Todas las determinaciones se
realizaron por duplicado.

Determinacion de la actividad
insecticida in vitro de extractos
vegetales contra la broca del café
Para el bioensayo in vitro de la acti-
vidad insecticida contra la broca del
café se prepararon soluciones patro-
nes a 1000 mg/L de los extractos
crudos de diclorometano y metanol.
Los extractos de diclorometano se
disolvieron en la mezcla etanol-n-
butanol (3:1) y los de metanol se
disolvieron en etanol. El bioensayo
se realizé bajo condiciones contro-
ladas de temperatura (23+3°C) y
humedad relativa (75+5%). A cada
unidad experimental (UE) se trans-
firi6 un grano de café pergamino
previamente desinfectado e impreg-
nado con una solucién del respecti-
vo extracto a 1000 mg/L y una broca
hembra adulta recién emergida, des-
infectada previamente con cloruro
de benzalconio al 10% (Sanivec®),
enjuagada con agua estéril y secada
en corriente de aire tibio. Como
control negativo se utilizé el respec-
tivo solvente de solubilidad de los
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extractos y como control positivo
endosulfan a 1 mg/L. Ademas, se
empled un testigo absoluto consti-
tuido por granos de café pergami-
no sin ningln tratamiento con los
extractos e infestados con una broca
en cada UE. Para la evaluacién de la
actividad insecticida de cada extrac-
to se utilizaron cien UE. Cada dia,
durante cuatro dias consecutivos, se
evaluaron aleatoriamente 25 UE; se
controld si hubo o no perforaciéon
del grano de café por la broca y si
estas estaban vivas o muertas (Nifio
et 4l. 2007).

De cada ensayo se efectuaron
dos repeticiones; todas las deter-
minaciones se realizaron mediante
un disefio aleatorio completamente
independiente. La actividad insec-

ticida in vitro se evaludé con las
variables ‘mortalidad de las bro-
cas’ y ‘repelencia producida por el
extracto’ mediante un andlisis de
conglomerados; se seleccionaron
los dos tratamientos que mostra-
ron la mayor proporcién de brocas
muertas y la menor proporcién de
perforaciéon de granos de café. La
informacién se procesé con el soft-
ware Infostat 2007 d.3.

Actividad insecticida de los

extractos de diclorometano

En el Cuadro 1 se ofrece la lista de
plantas cuyos extractos de diclo-
rometano y metanol fueron eva-
luados por su actividad insecticida
in vitro contra la broca del café y
analizados a través de la marcha

fitoquimica. La actividad insecticida
de los extractos evaluados fue baja
con respecto al control positivo (Fig.
1). De acuerdo con las diferencias
significativas encontradas mediante
el andlisis estadistico de diferen-
cia de proporciones (Zar 1999), los
extractos de diclorometano de las
especies Clematis haenkeana, Piper
umbellatum y Phenax uliginosus
presentaron mayor actividad insec-
ticida de repelencia o disuasién que
de mortalidad, con relacién al testi-
go absoluto y al control positivo.

La actividad disuasoria del
extracto de diclorometano de C.
haenkeana correlaciona con la repor-
tada para Ranunculus japonicus
que presenté actividad insecti-
cida y acaricida moderada contra

Cuadro 1. Marcha fitoquimica de las plantas evaluadas por su actividad insecticida contra la broca del café

Familia Especie

Apiaceae Arracacia elata

Blepharodon bifidus

Asclepiadaceae i .
Clusia multiflora

. Clusia sp.
Clusiaceae . i X
Tovomita guianensis
Lauraceae Rodostemonodaphne
Melastomataceae Topobea cf discolor
Passiflora apoda
Passifloraceae chissif'lora‘
antioquiensis
Peperomia acuminata
Piper eriopodon
Piperaceae Piper umbellatum
Piper pesaresanum
Thalictrum
Ranunculaceae podocarpum

Clematis haenkeana

Rubiacea sp.
Rubiaceae
Dunalia solanacea
Lycianthes radiata

Solanaceae Solanum sp.
Boehmeria bullata
Phenax uliginosus

Urticaceae i
Urera ballotaefolia

Control positivo

Presencia (+) Ausencia (-)
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Tetrancychus urticae, Aphis gossypii,
Myzus  persicae, Trialeurodes
vaporariorum 'y Panonychus citri
(Kim et 4l. 2005). La actividad del
extracto de diclorometano de P
umbellatum también coincide con la
actividad insecticida presentada por
plantas del género Piper. Por ejem-
plo, P. longanum mostré actividad
insecticida alta contra Spodoptera
litura (Lepidoptera: Noctuidade)
(Park et al. 2002) y P. marginatum
mostré actividad larvicida y disua-
soria fuerte contra Aedes aegypti
(Autran et al. 2009). También se ha
reportado actividad larvicida de los
aceites esenciales de diversas espe-
cies de Piper (Morais et al. 2007).
Tales actividades se atribuyen a los
alcaloides piperidinicos presentes en
este género.

La marcha fitoquimica permi-
ti6 determinar que el extracto de
diclorometano de C. haenkeana
contenia fenoles, taninos, ter-
penos, triterpenos, esteroides,
saponinas esteroidales y triterpéni-
cas. En P. umbellatum se detectaron
alcaloides, sesquiterpenlactonas y
cardenodlidos. Se considera que los
metabolitos secundarios en estos
extractos son los responsables de la
actividad insecticida contra la broca
del café.

Actividad insecticida de los
extractos metandlicos

El analisis estadistico de diferencia
de proporciones (Zar 1999) mostréd
diferencias significativas entre los
extractos metandlicos de Dunalia
solanacea, Topobea cf discolor y
Rodostemonodaphne sp. (Fig. 2).
Tales extractos presentaron acti-
vidad insecticida de repelencia o
disuasion baja, en relaciéon con el
control positivo. La actividad insec-
ticida del extracto metandlico de D.
solanacea coincide con la presentada
por otras especies; por ejemplo, el
tomate (Lycopersicum esculentum),
el tabaco (Nicotiana tabacum) y el aji
(Capsicum frutenses) presentan acti-
vidad insecticida fuerte y de repelen-
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Figura 1. Extractos de diclorometano con actividad insecticida y/o repe-
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Figura 2. Extractos metandlicos con actividad insecticida y/o repelencia

contra la broca del café

cia contra pulgones, dcaros, mosca
blanca y broca del café (Ramirez
2004). La actividad insecticida y
disuasoria de Rodostemonodaphne
sp. concuerda con la reporta-
da para Cinnamomum camphora
(Lauraceae) contra Sitophillus
oryzaey Bruchus rugimanus Bohem,
plagas que atacan los granos almace-
nados (Liu et 4l. 2006).

De acuerdo con la marcha fito-
quimica, el extracto metandlico de
D. solanaceae presenté metabolitos

secundarios, tales como alcaloides,
fenoles, taninos, flavonoides, ses-
quiterpenlactonas y cardendlidos.
En el extracto de T. cf discolor se
detectaron fenoles, taninos, sapo-
ninas esteroidales y triterpénicas;
mientras que en el extracto de
Rodostemonodaphne sp. se encon-
traron alcaloides, flavonoides,
fenoles y taninos (Cuadro 1). Estos
metabolitos secundarios podrian
ser los responsables de la actividad
insecticida reportada.
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Conclusi n

Los resultados obtenidos en este
trabajo corroboran que las plantas
tropicales pueden ser fuente de nue-
vos insecticidas naturales. Se infiere,
entonces, que la biodiversidad de las
plantas del Parque Regional Natural
Ucumari -especialmente de las fami-
lias Ranunculaceae, Piperaceae y
Solanaceae - puede ser una alterna-

tiva importante para la obtencién de
bioplaguicidas para el control de la
broca del café. En el futuro, serd nece-
sario formular nuevos estudios sobre
el aislamiento, purificacion, identifica-
cién y bioactividad de los metabolitos
secundarios aislados en este bioen-
sayo, con el fin de obtener bioinsec-
ticidas que se puedan emplear en el
manejo integrado de la broca del café.
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