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RESUMEN

Se evalud la actividad insecticida de los extractos de n-Hexano (raices y tallos) y de EtOAc
(raices y hojas) de la especie Piper grande Vahl, sobre el ciclo de vida del modelo biolégico
Drosophila melanogaster. Los estados larvarios presentaron una actividad significativa
reflejada en la reduccion de las poblaciones de pupas respecto al control. No se observo
inhibicién en el paso Pupa a Adulto (P/A), toda vez que el promedio de la relacion P/A fue
de aproximadamente 1 a lo largo de las concentraciones evaluadas para todos los
extractos. Los extractos mas activos fueron los de n-Hexano y EtOAc de raices con CL50 de
698.2 ppm y 1210.7 ppm respectivamente. La actividad de los extractos de n-Hexano
(tallos) y EtOAc (hojas), fue mas moderada con una CL50 de 1654.1 ppm y 2376.0 ppm
respectivamente.
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ABSTRACT

Evaluation of the insecticidal activity of the extracts from Piper grande Vahl (Piperaceae)
using the biological model Drosophila melanogaster

In this study, using the life cycle interruption test with the Drosophila melanogaster model,
under (in-vitro conditions), the n-Hexane (roots and stems) and the EtOAc (roots and
leaves) extracts were evaluated as insecticides and the results were promising. The larvae
instar showed a singnificant activity reflected in the reduction of pupae population with
respect to the control. The step from Pupae to Adult did no show inhibition because in all
cases the average of the relation Pupae/Adult is found in values very near 1.The n-Hexane
and the EtOAc extracts from roots were the most active with LC50 of 698.2 ppm and 1210.7
ppm. The n-Hexane (stems) and ETOAc (leaves) extracts showed a moderate activity with
LC50 of 1654.1 ppm and 2376.0 ppm.

Key Words. Piper grande, biological action, Drosophila melanogaster, insecticide.

vida en varios Ordenes de
insectos 'y que tiene  varias
formulaciones comerciales en el
mercado de plaguicidas (Marggeniani,
2001; Moreno et al, 2000;
Webcolombia, 2002).

No menos importantes son muchas
especies de la familia Piperacea ricas

INTRODUCCION ciclo el

Los metabolitos secundarios de los
fitoinsecticidas actuan como
inhibidores de la alimentacién, de la
quitina, del crecimiento y perturbadores
de la reproduccién y comportamiento
(Webcolombia), que en los ultimos
afios se han convertido en una
herramienta  alternativa de los en alcaloides, como son Piper nigrum,
insecticidas convencionales, dirigida a P. auritum, P. amazonicum, P.
un mejor manejo organico y ecolégico  hispidum, P. consanguineum. Estos
de los actuales sistemas de producciéon  principios son responsables de la

agricola (CCl, 1999; Rodriguez, 1999).

Entre estos fitoinsecticidas han sido
estudiados ampliamente el barbasco
(Phyllantus ichthyomethius), crisan-
temo (Chrysantemum cinerariafolium),
tabaco (Nicotiana tabacum), Quassia
amara, timbo o (Derris lonchocarpus)
sp) que actlan por contacto. Esto sin
dejar de lado el nim (Azadirachta
indica) que ejerce su accion sobre el
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actividad insecticida sobre gusanos del
maiz, gorgojos de arroz y frijol y plagas
de granos almacenados, son
antibacteriales, antimicrobiales, anti-
fanicos y potentes antialimentarios
(Séez et al, 1998; Orjala et al., 1993;
Orjala et al., 1994), ademéas de que se
les atribuye propiedades medicinales
como analgésica, antiinflamatoria y
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anestésica (Pluke et al, 1999; Monge,
1997; Carlini et al., 1988).

Piper grande Vahl es una especie
neotropical cuyo rango de distribucion
se extiende desde el sur de Nicaragua
hasta el noroccidente de Colombia y
Venezuela. La especie es un arbusto de
cerca de 3-5 m de altura, generalmente
crece en areas sombreadas donde con
frecuencia forma poblaciones
abundantes. Es frecuente la
proliferacion por rebrotes o tallos
estoloniferos. Las hojas en tallos no
ramificados a menudo despiden un
fuerte aroma a zafrol, aroma que
desaparece sin embargo en plantas
ramificadas. Localmente la especie se
conoce con el nombre de cordoncillo.
A esta especie se le atribuyen
propiedades desinflamatorias (Callejas,
2001).

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal. La recoleccion de la
especie Piper grande Vahl (raices,
tallos y hojas), se llevd a cabo en
Febrero de 2001 en las riveras del rio
Pescado , Municipio de Taraza,
Departamento de Antioquia, Colombia,
a 200 m.s.n.m. El especimen se
encuentra depositado bajo Voucher No.
12582, Herbario de la Facultad CEN
(HUA) de la Universidad de Antioquia.

Obtencion de Extractos. 782 g de
raices secas y molidas se sometieron a
extraccién por percolacién utilizando
sucesivamente n-Hexano, Acetato de
Etilo y Metanol hasta agotamiento.
Igual procedimiento se siguié con 2250
g de hojas y con 2200 g de tallos. De
esta manera, Se obtuvieron tres
extractos de polaridad creciente para
cada una de las partes de la planta. Para
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detectar la bioactividad de los nueve
extractos se les hizo un monitoreo de
bioensayos en insecticidas, fungicidas y
bactericidas. Los extractos de n-
Hexano (raices), n-Hexano (tallos),
Acetato de Etilo (raices) y Acetato de
Etilo (hojas), presentaron una actividad
promisoria como insecticidas sobre el
modelo biolégico Drosophila
melanogaster, en  términos  del
desarrollo bioldgico.

Colonias de Drosophila melanogaster
(Cepa Canton). Las poblaciones de
moscas se obtuvieron directamente del
laboratorio del Grupo Inter-
disciplinario de Estudios Moleculares
GIEM del Instituto de Quimica de la
Universidad de Antioquia en donde son
mantenidas de acuerdo con las técnicas
para el manejo de Drosophila sp.
(Moreno y Zuleta, 1973): temperatura
promedio 20°C, humedad relativa
media de 80 % y un fotoperiodo de 12
horas (Granados et al, 2001).

Actividad Insecticida. Bioensayo:
Interrupcion del ciclo de vida. Para
evaluar la actividad insecticida de los
extractos de n-Hexano, de Acetato de
Etilo de Piper grande Vahl
(Piperaceae), sobre el modelo biol6gico
Drosophila melanogaster, se
selecciond un intervalo de
concentraciones entre 50, 500, 1000,
2000 y 4000 ppm. En viales de vidrio
se adicionaron volumenes de extracto
correspondientes a cada concentracion
y se completd hasta 15 mL con la dieta
clasica para Drosophila sp.: 250 mL de
agua, 1.5 g de agar-gelatina, 25 g de
harina de maiz, 7.5 g de levadura, 20
mL de melaza y 1.25 mL de &cido
propionico (Moreno y Zuleta, 1973). El
sistema se dejo enfriar y solidificar por
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un lapso de 12 horas. Luego, en el
mismo vial, se cruzaron tres parejas
jévenes de Drosophila melanogaster de
4 dias de edad (33 + 39Q), por un lapso
de tiempo de 2 dias, luego de los cuales
se retiraron los padres para garantizar
que el analisis fuese hecho sobre su
descendencia, en los estadios pupa-
adulto. Para el dia 9, luego de la
siembra, se realizaron los recuentos de
pupas y el de adultos se llevo hasta el
dia 20. Con el fin de evitar su
maduracion sexual, los individuos
adultos fueron descartados después de
cada recuento (Granados et al, 2001).
Para cada tratamiento se utilizaron 4
réplicas. Los resultados del recuento se
analizaron mediante comparacion de
media Pruebas de Hipotesis la relacion
adultos de cada tratamiento respecto al
control y Anélisis de Regresion sobre la
reduccion de la poblacion promedio de
adultos, el cual permitié determinar,
para cada extracto, una ecuacion y su
CL50.

RESULTADOS Y DISCUSION

De los modos de accion de
compuestos que presentan actividad
insecticida, los analogos a la hormona
juvenil (JHA) vy los reguladores de
crecimiento de insectos (IGR), se han
convertido de cierta forma, en una
herramienta poderosa para contrarrestar
los dafios causados por las plagas, dado
que, al desencadenar algunos eventos
fisioldgicos como reduccién en la
movilidad, reduccién en la capacidad
de alimentacién e inhibicion en la
formacion de quitina, principalmente
en los estados larvarios, se asegura en
buena medida la interrupcion del ciclo
de vida (Belles, 1988)

1604

Granados N., h.; Sdez V., J.; Robles, C.; Vasquez, L.F.;
Moreno, M.E.; Acevedo, J.M.; Peléez J., C.A.; Callejar, R.

En este orden de ideas, los extractos
de Piper grande Vahl, presentaron un
comportamiento en los  estados
larvarios y/o en la oviposicion, que si
bien no puede asegurarse sea del tipo
hormonal antes mencionado, dado que
la cuantificacion para el presente
trabajo no se centrd en estos estadios, si
puede inferirse que los extractos no
estuvieron comprometidos con la
actividad de la ecdisona que se enaltece
en el estado pupal, en tanto que la
proporcion pupa/adulto estuvo cercana
a 1, es decir, el principio activo de los
extractos , a la vez que esta siendo
metabolizado por el insecto, no esta
afectando los patrones hormonales que
intervienen en su metamorfosis. En
contraste esta accién puede atribuirse a
otro tipo de patrones fisiologicos.

A continuaciébn se presenta la
respuesta de Drosophila melanogaster
a 4 extractos de Piper grande Vahl,
primero en funcion de la relacion pupa-
adulto para los tratamientos y segundo,
en funcion de la actividad de los
extractos producto de la reduccién de
las poblaciones promedios de adultos
respecto a la poblacién control. De
manera practica, para el analisis, se
relacionaron este Gltimo estadio por ser
el maximo desarrollo del insecto.

Extracto n-Hexano de raices. En la
Tabla 1, se observa que a medida que
se incrementan las concentraciones, el
nlmero de pupas disminuye
notablemente, pero de acuerdo con la
relacion A/P la emergencia a adultos es
practicamente la maxima.
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Tabla 1. Extracto de n-Hexano de raices de Piper grande Vahl sobre el ciclo de

vida de Drosophila melanogaster.

Concentracion Pupas Adultos Relacion A/P % Actividad
(ppm) (X+o0) (X +o) (Xto) sobre adultos
0 1335 +272 1335+27.2 1.0+0.0 -
50 116.8+ 194 116.5+19.6 0.9+0.01 12.7
500 62.8 +16.9 62.8 +16.9 1.0+£0.0 53.0
1000 22.2+152 22.2+152 1.0+0.0 83.5
2000 9.5+£39 9.5+39 09+0.1 93.3
4000 28+15 28+15 1.0+0.0 98.0

Aunque en el intervalo de concentraciones 500-4000 ppm, es muy marcada la
reduccion en las poblaciones promedio de adultos respecto al control, no lo es para
50 ppm, dada la baja diferencia de 17.0 individuos promedio respecto al control.
Por lo tanto se realiz6 Prueba de Hipétesis por comparacion de medias, con la cual
se obtuvo un valor p de 0.36, y como consecuencia el 12.7% mostrado como
“actividad”, no puede ser considerado como una accidén insecticida del extracto a
la concentracion referida. En contraste la actividad promedio de 53.0% observada
para la concentracion de 500 ppm se perfila como promisoria y esto sugiere que a
concentraciones superiores a ésta, puede mantenerse una alta eficacia del extracto.

De otro lado la relacién dosis-respuesta, expresada como una actividad que
reduce las poblaciones de D. melanogaster se muestra en la Figura 1.
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Figura 1.

Granados N., h.; Sdez V., J.; Robles, C.; Vasquez, L.F.;
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Piper grande Vahl, raices. Actividad del extracto de n-Hexano,

evaluada sobre el ciclo de vida de Drosophila melanogaster.

El anterior andlisis se fijo al modelo
de regresion con la ecuacién arriba
sugerida, alcanzandose un alto
coeficiente de correlacion (0,97).

A partir de la ecuacién, se calcul6 la
CLsy, y se obtuvo que a una
concentracion de 698.2 ppm de extracto
n-Hexano de raices, la primera
generacion  filial de Drosophila
melanogaster se veria reducida en un
50% promedio, respecto a las
poblaciones promedio del control.

Extracto Acetato de Etilo de raices.
A lo largo del intervalo de las
concentraciones evaluadas, el efecto
del extracto, en contraste con el
anterior, permite  realizar  varias
consideraciones (Tabla 2).

La primera, en el intervalo 50-1000
ppm, el extracto presentd una reduccion
en las poblaciones promedio de los
estadios pupa-adulto bastante discreta,
al punto que en 50 ppm se presentd un
incremento de aquellas del 8% respecto
al control, pero no significativo.
Cuando se realiz6 la comparacion de
las poblaciones promedio de adultos
mediante Pruebas de Hipotesis respecto
al control, los valores p fueron
superiores o estuvieron en el valor
limite de la prueba, por lo tanto
actividades de 1.5, 16.8 y 29.4 no
deben considerarse actividad
insecticida.

Tabla 2. Extracto de EtoAc de raices de Piper grande Vahl sobre el ciclo de vida

de Drosophila melanogaster.

Concentracion Pupas Adultos Relacion A/P % Actividad
(ppm) X +0) X+0) X+o0) sobre adultos
0 89.8+12.8 87.8£13.7 0.9+0.02 -
50 97.8 £ 22.6 86.5+19.3 0.9+0.04 15
500 75.0£23.3 62.0+17.9 0.9+£0.05 16.8
1000 66.0 £19.7 62.0+17.9 0.9+0.04 29.4
2000 19.8+16.8 19.8+16.8 0.83+0.3 774
4000 75+35 3.5+0.7 0.5+0.09 96.0

Segundo, para 2000 y 4000 ppm,
la reduccion de las poblaciones
promedio de ambos estadios es muy
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marcada y si bien, como en el anterior
es reiterativa la relacion A/P cercana a
1, el efecto del extracto comienza a
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enaltecerse alcanzando 77.4 y 96.0% de
actividad, respectivamente.

La relacién dosis-respuesta para el
extracto EtoAc de raices no es muy
eficiente, pues cuando tal relacién se
fija al modelo de regresidn mostrado
en la Figura 2 y se calcula la CLs
necesaria para reducir las poblaciones
promedio de adultos a un 50% respecto
a las poblaciones promedio del control,

100 -
80 A

60 -

% Actividad

) S—

es 1.7 veces mas (1.210 ppm) que la del
extracto n-Hexano de raices.

Extracto n-Hexano de tallos. Como
en los extractos anteriores no se
compromete el paso pupa-adulto y la
actividad es relativamente  pobre
cuando se observa la reduccion

promedio de adultos respecto a la
poblacién control (Tabla 3).

1/2

% actividad = 1,44 (ppm)

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000

Concentracion (ppm)

Figura 2. Piper grande Vahl, raices. Actividad del extracto de EtOAc, evaluada
sobre el ciclo de vida de Drosophila melanogaster.

Tabla 3. Extracto de n-Hexano de tallos de Piper grande Vahl sobre el ciclo de

vida de Drosophila melanogaster.

Rev.Fac.Nal.Agr.Medellin. Vol.55, No.2. p.1601-1613.2002.
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Concentracién Pupas Adultos Relacion % Actividad
(ppm) (Xt o) (Xt o) P oo
X+o) adultos

0 132.5+£22.0 130.0£20.8 0.9 +£0.02 -

50 1412+ 26.9 136.0+31.5 0.9+0.02 0
500 102.0 £ 16.7 97.2+12.1 0.9£0.02 25.2
1000 75.0+£9.6 743+49 0.9+0.03 42.8
2000 58.2 £ 22.6 56.5+35.1 1.0+£0.0 56.5
4000 30.2+15.1 30.5+ 194 05+0.1 76.5

En la concentracion més baja, 50
ppm se presentd un incremento del
6.5% del estadio pupas (no
significativo), pero ain no puede
abordarse como un efecto antagdnico
que comprometa la reproduccién y/o
oviposicion. Cuando se realizd Prueba
de Hipotesis mediante comparacion de
medias respecto al control, para las
concentraciones de 500 y 1000 ppm, se
obtuvieron un valores p no
significativos o probremente significa-
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tivos (0.03) respectivamente, que como
antes no deben considerarse como
actividad insecticida. De otro lado, las
concentraciones de 2000 y 4000 ppm,
presentaron  reducciones en las
poblaciones promedio de adultos
respecto al control de 56.5 y 76.5%
respectivamente, pero a la luz de una

mayor  eficacia  tendrian que
considerarse  concentraciones  supe-
riores.
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Figura 3.

Piper grande Vahal, tallos.

Actividad del extracto de n-Hexano,

evaluada sobre el ciclo de vida de Drosophila melanogaster.

El modelo de regresién fijado para
la relacién dosis-respuesta del extracto
n-Hexano de tallos, permitié calcular la
CLsg, con la cual se requieren 1645.1
ppm para alcanzar la reduccion del
50% de las poblaciones promedio de
adultos respecto al control.

Extracto Acetato de etilo de hojas.
Para destacar, como en los extractos n-
Hexano raices y n-Hexano tallos, a 50
ppm se presentdé un incremento
poblacional de pupa-adultos del 13.6%
respecto al control (Tabla 4).

Tabla 4. Extracto EtoAc de hojas de Piper grande Vahl sobre el ciclo de vida de

Drosophila melanogaster.

Concentracion Pupas Adultos Relacion % Actividad
(ppm) (X+£o0) (X+o0) A/P (X+c)  sobre adultos
0 140.0 + 19.6 134.0 £23.0 0.9 +0.06 -
50 159.0+12.0 148.0+£11.0 0.9+0.05 -
500 105.0 + 16.5 93.7+225 0.9 +0.09 30.1

Rev.Fac.Nal.Agr.Medellin. Vol.55, No.2. p.1601-1613.2002.
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1000 82.3+225 79.0+17.1 0.9+0.04 41.0
2000 747+72 69.7+9.5 0.9+0.07 48.0
4000 19.7+6.0 19.7+6.0 1.0+£0.0 84.8

Tal incremento no fue res a 2000 ppm para alcanzar una

estadisticamente  significativo, de
manera que pudiera especularse que el
extracto estuviese ejerciendo un efecto
en la fisiologia del insecto que
enalteciera la produccion de huevos.

De otro lado cuando se realizé la
comparacion de medias mediante
Prueba de Hip6tesis respecto a la
poblacion promedio del control se
obtuvieron unos valores p de 0.03, 7.0
x 10% y 2.0 x 10 para 500, 1000 y
2000 ppm respectivamente. No
obstante las diferencias estadisticas y
para  efectos  précticos, pueden
considerarse concentraciones superio-
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reduccion en las poblaciones de
adultos, mas promisoria.

La relacién dosis-respuesta se fijo al
modelo de regresion de la Figura 4, el
cual permiti6 calcular que las
poblaciones promedio de adultos
respecto a la poblaciones control se
reducirian en un 50% a una
concentracion de 1585.9 del extracto de
EtoAc de hojas.

En la Figura 5 se sintetiza la
actividad de los extractos de Piper
grande Vahl en funcion de la reduccién
de las poblaciones pupa-adulto.
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Figura 4. Piper grande vahl, hojas. Actividad del extracto de EtOAc, evaluada
sobre el ciclo de vida de Drosophila melanogaster.
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Figura 5. Piper grande Vahl, actividad comparativa de los extractos en
Drosophila melanogaster.
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De acuerdo con la CLs calculada
para cada uno de los extractos, se
determiné que extractos de n-Hexano
de raices, promueven una alta actividad
sobre Drosophila ~ melanogaster,
reduciendo las poblaciones de esta y
que de manera comparativa para los
extractos de EtoAc de raices, EtoAc de
hojas y n-Hexano de tallos se requieren
unas Cls, relativas de 1.6, 2.3 y 2.4
veces mas.

CONCLUSIONES

- Los extractos de Piper grande
Vahl presentan una actividad
insecticida en la interrupcion del
ciclo de vida del modelo biol6gico
Drosophila melanogaster, en los
estados larvarios y/o en la
oviposicion, dada las importantes
reducciones en las poblaciones
promedio de pupas.

- Los extractos no ejercen una
accion pupicida, ni adulticida, toda

vez que la relacion en esta
transicion es cercana a 1,
alcanzandose  una  emergencia

promedio de adultos, para todos los

extractos de 93.9%.
Adicionalmente los individuos
adultos tuvieron un desarrollo

normal en funcion de su tiempo
promedio de vida.

- El extracto n-Hexano de raices fue,
estadisticamente el mas promisorio
con una actividad promedio de
53.0% a partir de la concentracion
de 500 ppm y una CLg, de 698.2

ppm.

- El incremento de las poblaciones
promedio de pupas que se presento
en los extractos EtoAc de raices, n-
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Hexano de tallos y EtoAc de hojas a
la concentracion de 50 ppm, si bien
no fue significativo
estadisticamente, sugiere
profundizar en el efecto que estos
tres extractos pueden generar si se

evallan a concentraciones
inferiores.
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