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Resumen

Los extractos obtenidos con solventes de diferente polaridad (éter de petréleo (EEP), acetona (EA) y metanol (EM)) de
Physcia aipolia, fueron evaluados como posibles sustancias insecticidas frente a larvas de Tecia solanivara, la mayor plaga
que enfrenta el cultivo de la papa. Para realizar el estudio, se utilizd la técnica de exposicion a superficies tratadas con
insecticidas formulados. Se prepararon ocho diferentes concentraciones de las sustancias a ensayar comprendidas entre
5,0x10*y 5,0x1071° pug/mL, la mortalidad de las larvas se registro transcurridas 24 horas de la aplicacion de los mismos. Los
resultados revelaron actividad insecticida en EA a partir de 5,0x10 ug/mL, en EEP a 5,0 X102 ug /mL, y EM a 5,0 x10?
ug/mL. El andlisis de los datos detecto diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos evaluados con el
testigo por debajo de 5,0 ug /mlL.

Los datos obtenidos representan una contribucion en el campo de los productos naturales puesto que hasta la fecha no se
han encontrado estudios que reporten actividad larvicida en Tecia solanivora utilizando extractos del género ni de la especie.

Palabras claves: Insecticida, liquen, Physcia, Tecia solanivora.
Abstract

The extracts obtained with solvents of different polarity (petroleum ether (EEP), acetone (EA) and methanol (EM)) of Physcia
aipolia, were evaluated as possible insecticidal substances against larvae of Tecia solanivara, the largest pest facing the crop
of the potato. To carry out the study, the technique of exposure to surfaces treated with formulated insecticides was used. The
substances to be tested were prepared at eight different concentrations ranging from 5.0x10* to 5.0x10%° ug / mL, larval
mortality was recorded 24 hours after application of the substances. The results showed insecticidal activity in EA from 5.0
X 10 ug / mL, in EEP at 5.0 x 10 ug / mL, and EM at 5.0 x 102 ug / mL. The analysis of the data detected statistically
significant differences between the treatments evaluated in relation to the control.

The data obtained represent a contribution in the field of natural products since to date no studies have been found that report
larvicidal activity in Tecia solanivora using extracts of the genus or of the species.

Keywords: Insecticide, lichen, Physcia, Tecia solanivara.

1 Introduccién

Los liquenes son el resultado de una relacién simbidtica
entre un hongo con uno o varios organismos fotosintéticos
(algas o cianobacterias), y de cuya interaccién se origina un
talo estable con estructura, ecologia y fisiologia especificas y
diferentes a las especies que le dieron origen. En esta
interaccion se produce por parte del hongo un ndmero

considerable de metabolitos secundarios, los cuales
presentan, entre otras propiedades, una notable actividad
antibidtica, antitumoral, herbicida y plagucida (Marcano
1994, Barreno y col., 2003, Chooi 2008, Zeldana y col.,
2012). Muchos investigadores han probado estas sustancias
contra hongos fitopatégenos y hongos de importancia clinica
con resultados relevantes. Diversos estudios permiten
considerar a los metabolitos liquénicos como candidatos para
la obtencion de nuevos bioplaguicidas (Rankovic y col.,
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2008, 2009, 2010, 2011).

La distribucion mundial de estos organismos es muy
amplia, se estima que existen aproximadamente 17000
especies en una gran variedad de habitats, que van desde
montafas hasta llanuras, desiertos, regiones polares, cortezas
de arboles, incluso sobre construcciones realizadas por el
hombre; es decir, son capaces de desarrollarse sobre todo tipo
de sustratos organicos e inertes (Nanayakkara y col, 2005).
En Venezuela se ha reportado un total de 1320 especies
(Feuerer y col., 2007, Feuerer 2008, Moreno 2015).

A pesar de que los climas extremos no representan un
problema para la supervivencia de los liquenes, son muy
sensibles a la contaminacion del aire, por lo tanto son
utilizados como indicadores biol6gicos de contaminacion
ambiental (Hawksworth y col., 2005).

Por otra parte, los hongos liquenizados son capaces de
producir metabolitos secundarios, también conocidos como
“sustancias liquénicas”, cuyos principales nucleos reportados
son:  dépsidos, depsidonas, depsonas, derivados
dibenzofuranos y acidos Usnicos -productos de carécter
exclusivo de la simbiosis- que contribuyen en la
identificacion y clasificacion de los mismos (Marcano 1994,
Marcano y col, 2002, Barreno 2003, Kekuda y col., 2012).
Ademaés, estas sustancias, tienen usos potenciales en distintas
ramas de la medicina y las ciencias ambientales (Moreno
2015). Algunos investigadores corroboraron  dicha
informacion realizando estudios de propiedades antivirales,
anticancerigenas, antibi6ticas, insecticida y antioxidante,
entre otras (Hidalgo y col., 1994, Cetin y col., 2008, Silva y
col., 2009, Mitrovic y col., 2011, Paudel y col., 2012).

Por otra parte,uno de los cultivos de mayor importancia
econdmica en el renglén de raices y tubérculos en Venezuela
es la papa Solanum tuberosum L., la mayor parte de la
produccion de este rubro estd concentrada en los estados
Téachira, Mérida, Trujillo y Lara (Dominguez y col,
2009).Actualmente la polilla guatemalteca Tecia solanivora
(Povolny), perteneciente a la familia Geleichiidae es
considerada una de las plagas mas perjudiciales y abundantes
al cultivo de la papa, no sélo en Venezuela, sino también en
Colombia, Pert y Ecuador (Herrera 1998, Dominguez y col.,
2009, Ordofiez y col., 2012).

Esta polilla ocasiona graves problemas, ya que su ataque
produce grandes pérdidas, no sélo porque el deterioro de la
apariencia del tubérculo disminuye su valor comercial, sino
que los mismos no pueden utilizarse para consumo humano
o animal, ni como semilla. Como cualquier insecto
lepiddptero, la polilla guatemalteca tiene un ciclo de vida
completo, lo cual significa que pasa por los estadios de
huevo, larva, pupa y adulto. Las larvas de T solanivora sdlo
se alimentan del tubérculo, haciendo galerias superficiales y
profundas dejando rastros de heces, que causan la pudricion
e inclusive la pérdida total de la produccion, luego en el
ltimo instar, la larva abandona el tubérculo a través de
orificios de salida circulares con bordes regulares, los cuales
son caracteristicos de la infestacion (Herrera 1998).

En el manejo de esta plaga, generalmente se utiliza

insecticidas de elevada toxicidad, lo que ocasiona ademas,
efectos adversos para la salud humana, debido
principalmente al desconocimiento de estrategias alternativas
gue permitan establecer sistemas sostenibles en el cultivo de
la papa, teniendo como prioridad, la disminucion de los
dafios ocasionados al ambiente y a la produccién.

El objetivo de éste trabajo es determinar la actividad
insecticida de los extractos obtenidos con solventes de
diferentes polaridades de una especie liquénica perteneciente
a los Andes venezolanos, especificamente del género
Physcia, familia Physciaceae, contra la polilla de la papa
(Tecia solanivora). Ya que hasta la fecha no se han reportado
estudios de esta actividad en especies de Physcia,
representando una contribucion en el estudio de los
productos naturales.

2 Procedimiento Experimental
2.1 Material y Métodos
2.1.1. Coleccion del Material Liquénico

La especie Physciasp. fue colectada en la Finca "Los
Topes™ (8° 31,791 Ny 71° 30,173 O), via la Roncona, en la
Aldea San Juanito, Parroquia Chiguard, del Municipio Sucre
del Estado Mérida, Venezuela, a una altitud de 1250 m.s.n.m.
(Fig. 1); la misma fue identificada en el Herbario de la
Facultad de Farmacia y BioanalisisDr. Luis Teran de la
Universidad de los Andes (MERF) bajo las distintas claves
taxondmicas pertenecientes al género (Moberg 1986, 1990,
1994, 2001, 2002, 2004, Elix 2011) y con la ayuda de test
fisicos (Moreno y col., 2007) y quimicos (Asahina y col.,
1954).

Chiguard, Estado Mérida.

2.1.2. Obtencién de extractos
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El material colectado fue secado a 40 °C en una estufa
durante 48 h, el mismo fue pulverizado obteniéndose 350 g
de polvo fino, el cual posteriormente fue sometido a una
extraccién sucesiva a temperatura controlada (Soxhlet) con
diferentes solventes (éter de petroleo, acetona y metanol),
(Fig. 2.a). Los extractos se concentraron en un rota-
evaporador bajo presion reducida a una temperatura maxima
de 50 °C (Fig. 2.b), y se identificaron como: Extracto de éter
de Petroleo (EPP), Extracto de Acetona (EA) y Extracto de
Metanol (EM).

.‘L/

(a) (b)
Fig. 2.(a) Sistema de Extraccion Soxhlet, para obtencion de los
extractos estudiados. (b) Sistema de destilacion a presion reducida.

2.1.3. Recoleccién del tubérculo infectado y crianza de las
larvas

Para llevar a cabo la crianza de las larvas se recolectaron
20 Kg de papas tipo “Granola” infectadas con Tecia
solanivara, obtenidas con la aporca como técnica de cultivo
(Fig 3.a), las cuales se encontraron en el sector La Cebada,
Aldea Las Playitas, Parroquia Bailadores, Municipio Rivas
Dévila del Estado Mérida, a una altitud de 1754 m.s.n.m. con
una temperatura de 17 °C y una humedad relativa promedio
del 43 %.

(a) (b)
Fig. 3. (a) Papas tipo “Granola” infectadas con larvas de la polilla.
(b) Larvas de Teciasolanivora en los tres Gltimos instares.

Luego éstas se colocaron sobre recipientes de

polietileno con tierra cernida como base en jaulas de cria de
50x30 cm, evitando el contacto directo con luz natural. La
cria de las larvas se realiz6 con papas sanas y no tratadas con
insecticidas a una temperatura de 23 ° C y una humedad
relativa promedio de 57 %.

2.1.4. Organismos y sustancias de referencia

Para la evaluacion de la actividad insecticida, se
utilizaron larvas de Tecia solanivora en los tres Gltimos
instares del insecto criado en el laboratorio (Fig. 3.b), como
control positivo, una suspension concentrada a 480 g/L de
Alsystin ® 480SC de Bayer y como control negativo acetato
de etilo,,solvente donde se resuspenden los extractos
liquénicos obtenidos.

2.1.5. Actividad insecticida

El tubérculo se coloco en recipientes de polietileno con
tierra servida como base, a su vez éstos se instalaron en jaulas
de cria de 50x30 cm, en el lugar con menos luz del
laboratorio.

Se evaluaron cuatro sustancias, tres extraidas del liquen
colectado y un control positivo constituido por
Benzoilfenillrea (Alsystin®), los cuales estuvieron en
contacto con los insectos y posteriormente fueron ingeridos
por los mismos.

Las sustancias se evaluaron segin la técnica de
exposicion a superficies tratadas con insecticidas
formulados, siguiendo el protocolo de la Organizacion
Mundial de la salud de 1976. Para ello se impregnaron en
papel filtro Whatman N° 01, de 9 cm de didmetro, contenidos
en placas de Petri estériles. Se prepararon ocho
concentraciones diferentes para cada sustancia comprendidas
entre 5,0x10* y 5,0x101° pug/mL, utilizando acetato de etilo
como solvente. Una vez impregnado el papel de filtro, se dejo
abierta la placa de Petri durante 3 horas aproximadamente,
hasta garantizar la evaporacion del solvente en su totalidad.
Posteriormente se afiadié 1 mL de agua destilada en forma de
espiral sobre el papel de filtro seco, y se colocaron diez larvas
por placa, repitiendo cinco veces cada concentracion.

El conteo de larvas muertas se realizé al transcurrir 24
horas, desde su colocacidn, considerandose como criterio de
muerte ausencia de actividad locomotora propia o
estimulada.
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3 Discusién y Resultados
3.1 identificacion del liquen

Los talos liquénicos escogidos para realizar el ensayo
correspondian con las caracteristicas morfologicas mas
resaltantes del género Physcia: talo circular a irregular
foliaceo de color gris palido, I6bulos anchos de
aproximadamente 2 mm, planos a convexos, sin soredios ni
isidios, fuertemente adherido al sustrato, cdrtex inferior claro
con rizinas simples, sin cilios, apotecios abundantes
lecanorinos de disco plano y color negro algunos cubiertos
de una densa pruina. Se pudo determinar por observacion al
microscopio ascosporas cilindricas bisectadas de color
marroén, con una longitud aproximada de 25 um, asi como
también la presencia de picnidios. Mediante el test quimico
se pudo verificar posible presencia de dépsidos o depsidonas
debido al cambio de coloracién de la médula que se torné de
color amarillo al estar en contacto con el reactivo KOH al
10%, mientras que el Test UV no detecto sustancias capaces
de sufrir fluorescencia.

Al observar los distintos test realizados al liquen objeto
de este estudio se puede inferir que el mimo se trata de
Physcia aipolia, aunque para garantizar al menos en un 99 %
su identificacion se recomienda realizar un anélisis molecular
a la muestra.

3.2Conteo de larvas muertas

Luego de transcurridas 24 horas de exposicion de las
larvas junto con los extractos, se procedi a realizar el conteo
de los individuos muertos, los cuales aparecen en la Tabla 1.

En la misma se observan las concentraciones de los
extractos evaluados, asi como también las muertes que se
registraron en términos de proporcion con respecto a la
poblacion total.

Tabla 1. Resultados de la evaluacion de la actividad insecticida con
los extractos provenientes del liquen en estudio.

Conc. LnC Proporcion del N° larvas muestras
(ng/mL) EEP EA EM  Alsystin®
5,0E+04 10,82 1,00 1,00 1,00 1,00
5,0E+02 6,21 1,00 1,00 1,00 1,00
5,0E+00 1,61 0,30 0,38 0,00 1,00
5,0E-02 -3,00 0,05 0,18 0,00 0,78
5,0E-04 -7,60 0,00 0,06 0,00 0,70
5,0E-06 -12,21 0,00 0,03 0,00 0,68
5,0E-08 -16,81 0,00 0,00 0,00 0,32
5,0E-10 -21,42 0,00 0,00 0,00 0,36

Extracto de éter de Petroleo (EPP), Extracto de Acetona (EA) y Extracto
de Metanol (EM). Logaritmo neperiano de la Concentracion de los
extractos (LnC)

De igual manera se utilizé el Ln de la concentracion para
poder realizar un grafico donde se pudo analizar mas
facilmente el comportamiento de los decesos frente a las
concentraciones utilizadas (Fig 4).

Se observé 100% de muertes al utilizar concentraciones
de 5,0 x10% 5,0 x 102 pg/mL tanto para los extractos como
para el control positivo, no se encontraron diferencias
significativas entre el comportamiento de las sustancias y el
testigo para dichas concentraciones.

La actividad insecticida no se manifesté a la misma
concentracion para los tres extractos estudiados, entre ellos
destaca EA, puesto que revelo actividad a partir de 5,0x 10
®ug/mL, posteriormente EEP a 5,0 x 102ug/mL y por Gltimo
EM a 5,0 x 102ug/mL

Utilizando Stat graphics Centurion XVI del afio 2011,
se pudo comprobar que existieron diferencias significativas
entre el comportamiento de los extractos y el control, para un
nivel de confianza del 95 % a concentraciones menores de
5,0 pg/mL

Insecticida

1,10

0,90

Proporcién del N°larvas muertas
o
n
S

21,42 -16,81 -12,21 -7,60 -3,00 161 6,21 10,82

Ln(C)

Fig.4. Efectos de los extractos liquénicos sobre larvas de Tecia
solanivora.

En la Fig. 4, se observd el comportamiento de la
proporcion de individuos muertos frente a las diferentes
concentraciones de los extractos, y el control positivo. A
partir de 5 x 10%ug/mL (Ln 6,21) los extractos mostraron
igual comportamiento que la sustancia control con total
mortalidad de individuos. Por debajo de dicha concentracion
disminuyd la proporcion de individuos muertos. Sin
embargo, del grafico se aprecio que a 5,0 pg/mL se
produjeron al menos 30 % de muertes con EEP y EA.

Si bien los extractos no muestran el mismo
comportamiento para todas las concentraciones evaluadas
con respecto al control positivo, si se pudo corroborar
actividad insecticida para todos los extractos de Physcia
aipolia, contra la polilla de la papa, representando un estudio
pionero, puesto que no hay reportes previos, por lo que se
considera un aporte a la investigacion de los productos
naturales como alternativa en los problemas agricolas.
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4 Conclusiones

El liquen colectado se identifico6 como Physcia aipolia.
Fue dificil encontrar una muestra abundante de un mismo
tipo de liquen debido a las condiciones de contaminacién a
gue han sido expuestos estos organismos en el Estado
Mérida.

Se obtuvieron tres extractos con los diferentes solventes
utilizados (Extracto de éter de Petroleo (EPP), Extracto de
Acetona (EA) y Extracto de Metanol (EM)). Dichos extractos
mostraron moderada actividad insecticida frente a larvas de
Tecia solanivora, considerada la plaga méas perjudicial de los
cultivos de papa en nuestro pais y el resto del mundo.

Todos los extractos mostraron actividad, pero a diferentes
concentraciones. Entre ellos EA mostré actividad a la menor
concentraciéon (5,0 x 10 pg/mL), luego EEP (5,0 x 102
pg/mL) y por Gltimo EM (5,0 x 102 ug/mL).

Aunque la actividad de los extractos es moderada,
pueden representar una alternativa natural para controlar la
polilla, si se comprueba que las mismas no muestran efectos
toxicos tanto en el hombre, como a otros organismos
benéficos que actlan en el ecosistema agricola.
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