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Resumen

La revalorizacion de la biodiversidad peruana utilizando extractos vegetales ricos en
metabolitos secundarios para utilizarlos en el control de plagas requiere, en primera
instancia, el conocimiento de su toxicidad ambiental para evitar el posible impacto
ambiental y sus cadena tréficas que sin duda alguna es el camino requerido hacia el
desarrollo sostenible. Por tal motivo, este trabajo de investigacion tiene como objetivo
evaluar la toxicidad de los extractos acuoso, etandlico y hexanico de tres especies
vegetales provenientes de la Amazonia peruana: mucura (Petiveria alliacea), huito
(Genipa americana) y teta de vaca (Solanum mammosum); a través de bioensayos de
toxicidad aguda con Daphnia magna durante 48 h de exposicion se determinaron los
valores de concentracion letal media (CLsp). Los resultados obtenidos para cada especie
vegetal y sus extractos respectivos fueron: P. alliacea (711.18, 255.50, 65.36) mg.L?, G.
americana (508.07, 154.35, 20.64) mg.L?, S. mammosum (380.07, 90.59, 3.37) mg.L ™.
Estos resultados permiten el empleo de las especies vegetales de manera efectiva para el
desarrollo futuro de productos naturales para el control de plagas con el minimo impacto
ambiental.

Palabras clave: Extractos vegetales, Petiveria alliacea, Genipa americana, Solanum
mammosum, desarrollo sostenible, bioensayos de toxicidad, Daphnia magna.

Abstract

The revaluation of Peruvian biodiversity using plant extracts rich in secondary
metabolites to use them for pest control requires, in the first instance, the knowledge of
their environmental toxicity to avoid the possible environmental impact and their trophic
chains that without no doubt it is the required path towards sustainable development. For

this reason, this research work aims to evaluate the toxicity of the aqueous, ethanolic and
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hexanic extracts of three plant species from the Peruvian Amazon: mucura (Petiveria
alliacea), huito (Genipa americana) and teta de vaca (Solanum mammosum); Through
acute toxicity bioassays with Daphnia magna during 48 h of exposure, the mean lethal
concentration (LCsp) values were determined. The results obtained for each plant species
and their respective extracts were, P. alliacea (711.18, 255.50, 65.36) mg.L?, G.
americana (508.07, 154.35, 20.64) mg.L™?, S. mammosum (380.07 , 90.59, 3.37) mg.L™.
These results allow the use of plant species effectively for the future development of

natural products for pest control with minimal environmental impact.

Keywords: Plant extracts, Petiveria alliacea, Genipa americana, Solanum

mammosum, sustainable development, toxicity bioassays, Daphnia magna.

Introduccion

El empleo de los productos naturales para diversos fines como el control de plagas suele
estar conectado a la falsa idea de que pueden ser considerados atoxicos por ser de origen
natural. La realidad es que la composicion de los extractos vegetales y aceites esenciales
utilizados en todo el mundo en calidad de biopesticidas botanicos poseen una compleja
composicion quimica de metabolitos secundarios utilizados por las plantas como parte de
sus mecanismos de defensa, generdndose niveles de concentracion relativamente
elevados en los organelos de las plantas donde son requeridos. Esas funciones quimicas
producto de complejas rutas biosintéticas del reino vegetal ha sido producto de la
evolucion y adaptacion de las plantas como parte de su sobrevivencia en este planeta que
ha derivado en entidades quimicas estdn conectadas a respuestas bioquimicas y
fisioldgicas especializadas y muy diversas para la sobrevivencias de las plantas tanto para
enfrentar herbivoros y microrganismos que la destruyen, como para atraer polinizadores
como las abejas u otras especies de animales que diseminan sus semillas o sefiales que les
permiten conectarse a otras especies animales y vegetales en los ecosistemas. Por tal
motivo, los productos naturales pueden causar actividades bioldgicas y toxicoldgicas muy
intensas y diversas que alejaria la humanidad del requerido desarrollo sostenible ya que
estaria en peligro la calidad de vida tanto de las generaciones actuales, como de las
generaciones futuras de acuerdo a la concepcion aceptada y establecida a nivel mundial a
partir del informe Nuestro futuro comin de la Comisién Mundial Sobre el Medio
Ambiente y el Desarrollo de las Naciones Unidas (Brundtland, 1987; Regnault-Roger y
cols., 2004; Wink, 2010).
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Diversas publicaciones han demostrado la importancia y necesidad de evaluar la posible
toxicidad de los productos naturales implementado bioensayos de toxicidad aguda con el
empleo de bioindicadores sensibles a los xenobioticos y con ello evitar de manera
preventiva los posibles impactos ambientales, siendo uno de los mas utilizados la
Daphnia magna, un microcrustaceo aceptado y establecido oficialmente en las normas
internacionales al ser considerados sistemas de deteccion analitica de toxicidad muy
sensible al ser utilizados para el monitoreo de xenobidticos que contribuya al cuidado
ambiental y de la salud humana (Olmstead A.W. y LeBlanc G.A., 2000; Kikuchi y cols.,
2000; Zhou Q, 2008; USEPA, 2002; 1ISO 6341, 2012; Robertson, 2017).

Los resultados son preocupantes y demuestran que de acuerdo con el Sistema
Globalmente Armonizado de Clasificacion y Etiquetado de Quimicos propuesto por las
Naciones Unidas que en su mayoria tanto los extractos vegetales y aceites esenciales
utilizados a nivel mundial que han sido evaluados a través de bioensayos de toxicidad
aguda con Daphnia magna poseen valores de la concentracion letal media (LC50) o
concentracion efectiva media (EC50) en el rango de categorizacion Aguda 1 (L(E)Cso <
1 mg.L-1) y Aguda 2 (L(E)Cso>1<1 mg.L-1). Laexcepcion de la regla los constituye
aquellos productos naturales que pueden ubicarse en la categoria de Aguda 3 (L(E)Cso >
10 < 100 mg.L-1) o lo deseado considerarse productos no toxicos (L(E)Cso > 100 mg.L-
1) y aunque productos naturales como los biopesticidas botanicos poseen una clara
tendencia a poseer una toxicidad inferior a los pesticidas de sintesis, debido a su
biodegradacion; resulta evidente la necesidad de implementar bioensayos para establecer
su toxicidad (UN, 2019; Ferraz et. al, 2022).

Por todo ello, el objetivo de este trabajo de investigacion consiste en evaluar la toxicidad
de los extractos vegetales obtenidos a partir de tres especies vegetales provenientes de la
Amazonia peruana: mucura (Petiveria alliacea) huito (Genipa americana), y teta de vaca
(Solanum mammosum) aplicando los bioensayos de toxicidad aguda con Daphnia magna

Straus (Cladocera, Daphniidae) por exposicion de neonatos durante 48 h.

Materiales y Métodos
Material vegetal
La recoleccion de tres especies vegetales mucura (Petiveria alliacea L.), huito (Genipa
americana L.) y teta de vaca (Solanum mammosum L.) fue realizada en la Regidn
Huanuco, Provincia de Leoncio Prado, Ciudad Tingo Maria en agosto de 2016, teniendo

en cuenta la metodologia oficial para la recoleccién, traslado, procesamiento y
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conservacion de especies vegetales para fines de estudio taxonémico y fitoquimicos. Las
especies fueron certificadas en el Herbario MOL (A. Weberbauer) del Departamento
Académico de Biologia de la Facultad de Ciencias de la UNALM, donde se conserva

oficialmente un voucher de las mismas (Bridson & Forman, 2005).

Material bioldgico

Daphnia magna Straus

Los bioensayos se llevaran a cabo con D. magna Los especimenes fueron mantenidos a
una temperatura 20 = 2 °C en agua con un pH de 7.14, una conductividad eléctrica de 10
uS cm?, alcalinidad de 93.5 mg CaCOs L y una dureza total de 45.6. mg CaCOs L. La
D. magna sera alimentada con especies de alga Pseudokirchneriella subcapitata de
acuerdo con las normas internacionales 1ISO 6341-2012, OECD 202-2004 y EPA 2021.0.

Metodologia

Bioensayo de toxicidad aguda con Daphnia magna

Se aplico la metodologia realizada por Bracho y cols. (2019) que consistio en realizar una
prueba de referencia con cloruro de sodio (NaCl) para evaluar la sensibilidad de D. magna
(edad < 24 h). La prueba de toxicidad estatica se realiz6 en recipientes de plastico que
contenian 4 mL de los extractos a evaluar a cinco concentraciones. Cinco neonatos seran
expuestos a ensayos frente a cinco concentraciones de los extractos acuosos y organicos
de la especies vegetales de interés en el rango desde 10 mg/L hasta 10000 mg/L sin
alimentacion durante la prueba a 24 h y 48 h de exposicion. Para cada concentracion, se
realizaron los bioensayos por triplicado. Los vasos de plastico se incubaron en la
oscuridad a 20 + 2 °C. La inmovilizacion de los organismos tratados o la ausencia de

ritmo cardiaco a 15 s bajo estereomicroscopio se utiliz6 como indicador de mortalidad.

Prueba discriminante

Se tomo la decision final de empleo de los diferentes extractos botanicos para el desarrollo
posterior de biopesticidas botanicos en funcién de los valores que se obtuvieron de las
concentraciones letales medias (LCso), siendo descartados aquellos extractos que posean
los valores de LCso més bajos, debido al riesgo de impacto ambiental y dafio que pueden

causar a las cadenas troficas (Bracho y cols., 2019).
Procesamiento del material vegetal
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El material colectado correspondiente a cada especie vegetal fue sometido a un proceso
de seleccion, el cual consisti6 en eliminar las partes u ¢rganos dafiados, con
enfermedades, picaduras de insectos; los que fueron eliminados junto a otros materiales
impropios de las plantas. Se realizé la separacion de los 6rganos de interés de cada especie
vegetal, especificamente las hojas de P. alliacea y los frutos de G. americana y S.
mammosum. Posteriormente, fueron sometidos a un proceso de secado a una temperatura
de 48 °C durante 48 h en una estufa de secado. El material vegetal seco fue pulverizado
utilizando un molino de cuchillas hasta reducirlo a material particulado que fue tamizado

utilizando un tamiz de 100 pum.

Elaboracion de extractos vegetales
A partir de biomasa seca, pulverizada y tamizada elaboraron los diferentes extractos de

acuerdo con los siguientes procedimientos:

= Extracto Acuoso
Solucién obtenida (10 g/L definida como 100%) mediante sonicacion en bafio
de ultrasonido por 2 h a temperatura de 48 + 2°C. Se filtré al vacio y se sometid
a liofilizacion con el empleo de un liofilizador Telstar Modelo Lyo Quest-55 a
una temperatura de congelamiento de -20 °C vy liofilizacién al vacio a -55 °C
durante un tiempo de 48 h. El concentrado obtenido fue fuerte disuelto en
propilenglicol.

= Extracto Etanolico
Solucion obtenida (10 g/L definida como 100%) mediante sonicacion en bafio de
ultrasonido por 2h a temperatura de 48+2 °C. Se filtr6 al vacio y el extracto
organico se sometid a rotoevaporacion a 40 + 2 °C hasta obtener un concentrado
que fue disuelto en propilenglicol.

= Extracto Hexanico
Solucién obtenida (10 g/L definida como 100%) mediante sonicacion en bafio
ultrasonico por 2 h a temperatura de 48+2°C y filtrada en papel filtro. El extracto

organico fue rotaevaporado a 40 = 2°C y disuelto en propilenglicol.
Andlisis estadistico

Los valores de mortalidad obtenidos en los bioensayos fueron sometidos al estudio de

regresion aplicando el analisis Probit del programa SPSS Ver 22.0 para Windows que
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permitié determinar los valores de la concentracion letal media (LCso) expresada en mg.L

! para un intervalo de confianza del 95 % (0=0.05) (Finney, 1971; Soberon y cols., 2006).

El efecto toxico de los extractos obtenidos a partir de la especie vegetal Petiveria alliacea

sobre la mortalidad de la D. magna durante 24 y 48 h de exposicion se puede verificar en

la Tabla 1. De acuerdo con esos resultados los extractos organicos causaron una mayor

toxicidad caracterizado por valores inferiores de la LCsq respecto al extracto acuoso. Ese

patron del bioensayo se intensifica progresivamente haciéndose mas notorio en la medida

que aumento6 el tiempo de exposicion desde las 24 h hasta las 48 h al término del ensayo,

alcanzandose la LCso = 65.36 mg.L™! para el extracto hexanico que resultd ser el de mayor

toxicidad. Ademads, fue muy notorio que el extracto acuoso fue capaz de causar la menor

toxicidad avalado por el valor mas bajo de la LCs5p=711.18 mg.L"!, causando la muerte del

50% de los neonatos de D. magna.

Tabla 1. Efecto toxico de los extractos de la mucura (Petiveria alliacea L.) sobre la

Daphnia magna durante 24y 48 h

Concentracion '.\"'”T‘e.ro de 24h - 48 h -
Extracto (mg.L) individuos Muertes Mortalidad Muertes Mortalidad
' D. magna (%) (%)
10 15 0 0.00 0 0.00
100 15 0 0.00 0 0.00
ACLOSO 500 15 0 0.00 5 33.33
_ 1000 15 8 53.33 10 66.67
£ 10000 15 15 100.00 15 100.00
o L Cso 973.45 711.18
= 10 15 0 0.00 1 6.67
¥ 100 15 0 0.00 4 26.67
s | Etandlico 500 15 9 60.00 10 66.67
g 1000 15 14 93.33 15 100.00
= 10000 15 15 100.00 15 100.00
s L Cso 446.09 255.50
o 10 15 3 20.00 5 33.33
5 100 15 9 60.00 11 73.33
Hexcénico 500 15 13 86.67 13 86.67
1000 15 15 100.00 15 100.00
10000 15 15 100.00 15 100.00
L Cso 104.78 65.36
Control | \act| 4591 15 8 53 9 60.00
pOSItIVO
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Por otra parte, los resultados obtenidos para los bioensayos de toxicidad de las especies
restantes G. americana (Tabla 2) y S. mammosum (Tabla 3) mantuvieron el mismo patron,
o sea la toxicidad de los extractos de polaridad intermedia (extractos etanolicos) y
apolares (extractos hexdnicos) presentaron la mayor toxicidad. Ese comportamiento no
es casual y se encuentra directamente relacionado con la afinidad fisicoquimica de los
metabolitos secundarios con los disolventes de extraccion. En ese sentido, diversos
investigadores coinciden en la capacidad de los disolventes de mediana a baja polaridad
de extraer metabolitos secundarios extremadamente tdxicos causando respuestas
fulminantes causando la muertes rdpida de las plagas dianas y actuando como
insecticidas, mientras que disolventes de elevada polaridad como el agua, permiten la
extraccion de componentes que actian como insectistaticos que afectan la biologia y

fisiologia de las plagas (Fu Castillo et al., 2008; Mouden et. al, S., 2017).

Tabla 2. Efecto toxico de los extractos del huito (Genipa americana L.) sobre la

Daphnia magna durante 24 y 48 h.

Concentracion ’.\‘“”.“e.m de 24h - 48 h -
Extracto (mg L) individuos Muertes Mortalidad Muertes Mortalidad
D. magna (%) (%)
10 15 0 0.00 0 0.00
100 15 0 0.00 4 26.67
500 15 1 6.66 5 33.33
Acuoso 1000 15 8 53.33 10 66.67
_ 10000 15 15 100.00 15 100.00
= L Cso 964.07 508.07
2 10 15 0 0.00 1 6.67
e 100 15 0 0.00 5 33.33
< | Etandlico | 500 15 9 60.00 10 66.67
= 1000 15 14 93.33 15 100.00
3 10000 15 15 100.00 15 100.00
= L Cso 42558 154.35
E 10 15 4 26.66 6 60.00
- 100 15 8 53.33 11 73.33
- 500 15 11 73.33 13 86.66
Hexanico ™44 15 15 100.00 15 100.00
10000 15 15 100.00 15 100.00
LCso 57.15 20.64
Control | o1 | 459 15 8 53 9 60.00
pOSItIVO

El andlisis de los resultados de la Tabla 3 obtenidos a partir de los bioensayos de toxicidad

aguda al enfrentar los extractos de la S. mammosum frente a los neonatos de D. magna
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muestra una toxicidad extrema del extracto hexanico llegando a un valor de LCsg = 3.37

mg.L?, asi como la menor toxicidad repetitiva del extracto acuoso lo que podria
considerarse un aspecto clave para el futuro desarrollo de biopesticidas botanicos en los

que el ingrediente activo lo constituya esa fraccion de metabolitos secundarios.

Tabla 3. Efecto toxico de los extractos de la teta de vaca (Solanum mammosum L.)

sobre la paphnia magna durante 24y 48 h

Concentracion ’.\“"rT‘e.m de 24h - 48 h -
Extracto (mg L) individuos Muertes Mortalidad Muertes Mortalidad
D. magna (%) (%)
10 15 1 6.66 2 13.33
100 15 3 20.00 5 33.33
500 15 7 46.66 8 53.33
’g ACU0SO 1000 15 13 53.33 14 66.67
2 10000 15 15 100.00 15 100.00
= L Cso 582.31 380.07
S 10 15 0 0.00 2 13.33
= 100 15 8 53.00 9 60.00
3 | Etandlico 500 15 13 86.00 14 93.00
s 1000 15 15 100.00 15 100.00
2 10000 15 15 100.00 15 100.00
g L Cso 85.14 90.59
> 10 15 8 53.00 10 73.00
= 100 15 10 60.00 13 86.00
T - 500 15 15 100.00 15 100.00
= | Hexanico ™55, 15 15 100.00 15 100.00
10000 15 15 100.00 15 100.00
LCso 10.05 3.37
Control | \ac1 | 459 15 8 53 9 60.00
pOSItIVO
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En general, analizando los - T DR TR T
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mg.L™" a 100 mg.L?, ya que puede evidenciarse Figura 1. Efecto téxico de los extractos
que la mortalidad, excepto simbolizada con las vegetales sobre la Daphnia magna durante 48 h
cajas celestes se encuentran muy alejadas de la de exposicion seguin al analisis Probit.

LCso. Ademas, la curvas demuestran que en la

medida que aumenta la dosis la respuesta toxicoldgica de los extractos acuosos disminuye

la intensidad en todos los casos a diferencia de los extractos organicos (etandlicos y
hexanicos) que para las mismas dosis dan respuestas toxicoldgicas mas intensas reflejadas

en los porcentajes de mortalidad que superan ampliamente la causada por los extractos

acuosos.
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La comprension global de todo el
bioensayo de toxicidad aguda realizado e
se puede inferir a partir de la Figura 2,

508.07

pudiéndose observar que los valores de la
LCso conectado a la respuesta toxica de

los extractos vegetales evoluciona desde

Concentracion Letal Media {LCsp)
{mg.L")
|

los valores maximos (minima toxicidad)

de los extractos acuosos pasando por

Bioensayos de Toxicidad Agudacon Daphnia magnaa48 h

valores intermedios (toxicidad

. . - ) 1 2 5

intermedia) de los extractos etanolicos Ext douose L e Ext Hexdnicee
xtractos vegela es evaluados

h asta I I egar a I Os Val O res m I'n i m OS —— Petiveria alliacea —— Genipa americana —— Solanum mammosum

(méxima toxicidad) de los extractos
hexanicos. En ese sentido, al observar el aguda a las 48 h.

grafico rapidamente se puede tomar la decision de descartar los valores minimos que
corresponden a los extractos hexanicos, evitandose con ello los posibles impactos
ambientales a los ecosistemas y sus cadenas troficas al introducirlos en los ecosistemas

como parte de un biopesticida botanico para el control de plagas.

Conclusiones

Aplicando los bioensayos de toxicidad aguda con Daphnia magna Straus (Cladocera,
Daphniidae.) es posible evaluar de manera efectiva la toxicidad de los extractos vegetales
a través de la determinacion de las concentraciones letales medias (LCsg) correspondiente
a la inmovilizacion y mortalidad del 50 % de los neonatos de este microcrustaceo
utilizado en calidad de bioindicador.

Los extractos acuosos obtenidos de las especies vegetales evaluadas poseen la menor
toxicidad aguda frente la D. magna, siendo especificamente el correspondiente a la P.
alliacea el de menor toxicidad con una valor de LCsg = 711.18 mg.L™, mientras que los
extractos hexanicos presentaron la mayor toxicidad y en especial el obtenido a partir de
la especie vegetal S. mammosum que manifestd la mayor toxicidad con un valor de LC50
=3.37mg.L

El desarrollo y aplicacién de bioensayos de toxicidad aguda con el empleo de
bioindicadores como la Daphnia magna para evaluar xenobidticos de naturaleza quimica
diversa que incluye, tanto los productos de origen natural, como artificial; constituye una

herramienta sencilla y eficaz en el camino del desarrollo sostenible.
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