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RESUMEN

Paullinia clavigera Simpson (Sapindaceae) “ Sachayoco” es usada como insecticida artesanal en la Amazonia Peruana.
El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto toxicolégico de P. clavigera procedente de Pucallpa, Peru, sobre
Daphnia magna Strauss, 1820 (Crustacea: Daphniidae), y sobre dos controladores biol6gicos de plagas agricolas:
Copidosoma koehleri Blanchard, 1940 (Hymenoptera: Encyrtidae), y Chrysoperla externa (Hagen 1861) (Neuroptera:
Chrysopidae). En D. magna (CL,, a 48 h de exposicion), los mayores efectos se encontraron en |os extractos cloroférmicos
de hoja (CL,,= 237 mg L) y de corteza (CL = 398 mg L™). En C. koehleri (CL, a48 h y emergencia de adultos), solo
los extractos hexanico de hoja (CL = 145 mg L; 38,9%) y de corteza (CL = 298,6 mg L™*; 16,8%) produjeron efectos
sobre los adultos y sobre la emergencia de adultos, respectivamente. No se encontré efectos toxicol 6gicos del extracto
cloroférmico botanico de corteza sobre las larvas de C. externa (a 96 h de exposicién). Los extractos hidroal cohdlicos
de P. clavigera tuvieron el mayor potencial para su uso en el manejo integrado de plagas (M1P) porque fueron menos toxicos
y selectivos para el control biolégico y para D. magna en el ambiente acuatico.

Palabras claves: bioensayo, Chrysoperla, Copidosoma, Daphnia, extracto botanico, plaguicidas naturales.

ABSTRACT

Toxicological effect of soapberry, Paullinia clavigera (Sapindaceae) on
Daphnia magna and on two biological control of agriculture pests

Soapberry, Paullinia clavigera Simpson (Sapindaceae) is used as a craft insecticide in Peruvian Amazon. The aim of the
current research was to evaluate the toxicological effect of P. clavigera proceeding of Pucallpa, Peru, on Daphnia magna
Strauss, 1820 (Crustacea: Daphniidag), and on two biological controls of agriculture pests: Copidosoma koehleri Blanchard,
1940 (Hymenoptera: Encyrtidae), and Chrysoperla externa (Hagen 1861) (Neuroptera: Chrysopidae). In D. magna (LC_;
at 48 h exposure), the highest effects were found with leaves (LC, = 237 mg L) and stem cortex (LC,,= 398 mg L™)
chlorophormic extracts. In C. koehleri (LC,, at 48 h exposure and emergence of adults), only hexanic extracts of leaves (LC, =
145 mg L, 38.9%) and stem cortex (LC, = 298.6 mg L™; 16.8%) produced effects on mortality and emergency of adults,
respectively. Toxicological effects of stem cortex chlorophormic botanic extracts on larvae of C. externa (at 96 h of exposure)
were not found. Leaves and stem cortex ethanolic extracts had the most potential for use in an integrated pest manage-
ment (IPM) because they were less toxicand selective to biological control and for D. magna in the freshwater environ-
ment.

Key words: bioassays, botanical extracts, Chrysoperla, Copidosoma, Daphnia, natural pesticides.
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INTRODUCCION

Laagriculturadel nuevo milenio debe establecer nuevas
alternativas de control que produzcan menor impacto y riesgo
ambiental, que permitan reducir significativamente el uso de
plaguicidas sintéticos, los cuales, por su elevado costo,
representan una limitante en su uso. La degradacion del habitat
por efecto de los pesticidas es un campo de preocupacién de
los bidlogos conservacionistas y de los toxicdlogos ambientales
(Hansen & Johnson, 1999; lannacone & Alvarifio, 2002). La
utilizacion de extractos vegetales para el control de plagas
representa un alternativa para el manejo integrado de los
cultivos, debido a su bajo costo y al menor impacto sobre €l
ambiente a conservar labiodiversidad (Castiglioni et al., 2002;
DeOliveiraet al., 2003). Las plantas se utilizan en extractos
crudos o en algunos casos como productos natural es derivados
(lannacone & Lamas, 2003a). Podriamos mencionar que en
el Pert entrelos primeros plaguicidas botanicos usados tenemos
alanicotina, extraida del fruto de Nicotiana tabacum L.
(Solanaceae); alapiretring, extraida del piretro, Chrysanthemun
cinerariaefolium Benth & Hook (Asteraceag); ala rotenona,
extraida de Derris spp. y Lonchocarpus spp. (Fabaceae); a
la sabatina, extraida de sabadilla, Schoenoecaulon officinale
A. Gray ex Benth (Liliaceae); y alarianodina, extraida de
Ryania speciosa Monach (Flacuortiaceae) (lannacone & Lamas,
2003b).

El género Paullinia esté representado en lafloraamazdnica,
con varias especies que tienen beneficios a hombre. Paullinia
clavigera Simpson (Sapindaceae) es una planta amazonica
promisoria como biocida. Las poblaciones naturales de P.
clavigera se localizan en ecosistemas de altura Amazdnica,
formando parte del bosgue primario y en planicies que requieren
de poca luminosidad, de moderada a alta humedad relativay
de altitudes de 150 a 2000 m. Esta especie prefiere suelos
arcillosos. Su raiz se utiliza como ictiotéxico paralapesca, y
presenta actividad antifingicay molusquicida. El contenido de
taninos (principalmente el &cido catecutanico y €l catecol) es
muy alto, por lo que provoca efectos en €l sistema nervioso
central. Asimismo presenta gran cantidad de cafeina, que varia
de 3% a 5% del peso seco, y una saponina llamada timbonina
con propiedadesictiotoxicas se encuentra en cantidades pequefies.
En la especie congenérica Paullinia pinnata se han registrado
actividades antioxidantes y molusquicidas contra Biomphalaria
glabrata, hospedero intermediario de Schistosoma mansoni
(Mélendez & Carriles, 2002; Zamble et al., 2006). En Paullinia
cupana “Guarana’ se haevaluado su importancia como remedio
herbal natural y etnoboténico (Myerscough, 1998) y se ha
evaluado latoxicidad del extracto acuoso sobre c8ulas de ovario
de hamster y sobre la bacteria Vibrio fisheri, encontrandose que
dosis altas pudieran ser dafiinas para la salud humana (Santa
Mariaet al., 1998). Extractos acuosos de P. cupana han mostrado
actividad genotéxica y mutagénica en células bacterias de
Escherichia coli (da Fonsecaet al., 1994). Altas concentraciones
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de cafeina se han encontrado en Paullina yoco y P. cupana
(Schultes, 1994; Cipollini 2000). Plotkin (1988) sefidla a P.
cupana como una fuente potencia de plaguicida biodegradable.
Por ende, para una adecuada evaluacion biologicade P. clavigera,
serequiere e empleo de bioensayos toxicoldgicos (Nano et al.,
2002). Latoxicidad aguda y la mortalidad son parametros
ecotoxicol 6gicos de gran importancia (lannacone & Alvarifio,
2002).

Daphnia magna Strauss, 1820 (Crustécea: Daphniidag),
€5 Una especi e partenogenética usada extensivamente en pruebas
de toxicidad para evaluar sustancias quimicas puras, aguas
residuales domésticas e industriales, aguas superficiales o
subterraneas, agua potable, lixiviados, entre otros. Esto es debido
asu: 1) importante papel en la comunidad zooplanctonica,
2) facilidad de cultivo y 3) corto ciclo de vidacon la produccion
de un ato nimero de crias (Castillo, 2004; Kallqvist et al.,
2006). En el Per(, el Manual Técnico Andino (26/2/2002) es
lanormalegal parael registro de plaguicidas de uso agricola.
Este manual indica como requerimiento realizar bioensayos
ecotoxicoldgicos con D. magna para evauar € riesgo ambiental
acudtico, a pesar que €l crustaceo D. magna no es una especie
neotropical. Sin embargo, Wernersson (2004) ha evaluado la
ecotoxicidad de las aguas tropical es amazdnicas en Ecuador
empleando a D. magna.

Copidosoma koehleri Blanchard, 1940 (Hymenoptera:
Encyrtidae), es una microavispa poliembridnica parasitoide
obligatoria a nivel de huevo y larva, nativo de Sudamérica
(lannacone & Lamas, 2003a,b). Este parasitoide actla
preferentemente sobre huevecillos del complejo de polillas
de la papa, como Symmetrischema plaesiosema (Turner, 1919),
Tuta absoluta y Phthorimaea operculella (Zdler, 1873) (Ramén
et al., 1993).

Chrysoperla externa (Hagen, 1861) (Neuroptera:
Chrysopidae) es un €ficiente depredador en € mangjo ecoldgico
eintegrado de plagas. Sus larvasy adultos son considerados
depredadores muy voraces, o6fagosy larvifagos, dimentandose
de amplia diversidad de presas, tales como pulgones, moscas
blancas, cochinillas, huevosy larvas de |epiddpteros, como
Fpodoptera frugiperda (J.E.Smith, 1797), Spodoptera eridania
(Cramer, 1782), Tuta absoluta Meyrick, 1917, Helicoverpa
zea Boddie, 1850, Heliothis virescens Fabricius, 1977, Cydia
pomonella (Linnaeus, 1758) y Phyllocnistis citrella Stainton,
1856, en varios cultivos (lannacone & Reyes, 2001). C. externa
tiene amplia distribucion en la costay sierra del Pert con
presencia de adultos a través de todo €l afio, facil crianza en
cativerio, potencial paraadaptarse avarios anbientes de cultivos.
En adicidn se ha evaluado su sensibilidad a varios plaguicidas
(Schumuck, 1997; lannacone & Lamas, 2002; Carvalho et al.,
2002; Godoy et al., 2004).

El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto
toxicoldgico de P. clavigera procedente de Pucallpa, Perd,
sobre D. magna y sobre dos controladores biol 6gicos de plagas
agricolas: C. koehleri y C. externa.
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MATERIALESY METODOS

Los bioensayos toxicoldgicos se realizaron en el
Laboratorio de Invertebrados, Facultad de Ciencias Biolégicas,
Universidad Ricardo Palma, Distrito de Santiago de Surco,
Lima, Perd, durante el 2005.

Extracto botéanico

Laslianas de P. clavigera (PC) fueron colectadas del km
83 del Caserio “ Sefior delos Milagros’, jurisdiccion del distrito
de Irazola, Provincia de Padre Abad, Ucayali, Per(, ubicada
en d km 12,400. Las lianas de PC fueron secadas directamente
al sol por espacio de dos semanas gproximadamente y setrituraron
en un molino de martillo. Se prepararon |os extractos hexanico,
cloroférmico e hidroa cohdlico seguin |os procedimientos descritos
en el screening fitoquimico. Se prepararon las concentraciones
empleando un factor de dilucién de 0,5.

Screening fitoquimico

La preparacion de los extractos hexanico, cloroférmico
e hidroalcohdlico de la cortezay hoja de P. clavigera fue
realizado en el Laboratorio de Investigacion en Productos
Naturales Antiparasitarios de laAmazonia “ Gabriel delaFuente
Martin” de la Universidad Nacional de laAmazonia Peruana
(UNAP). El screening fotoguimico de la corteza fue realizado
enlaUNAPYy d delahojaen € Laboratorio de andlisis quimico
delaPontificia Universidad Catélicadel Pert (PUCP). A partir
de 100 g de muestra secay molida de P. clavigera se extrajo
con hexano (solvente gpolar) hasta agotamiento con renovacion
de solvente cada 48 h, despues de eliminar el solvente en
rotavapor a presién reducida se obtuvo |os extractos hexanicos.
Al residuo se le adiciono cloroformo (CHCI,) (solvente
medianamente polar) y se extrajo hasta agotamiento con
renovacion de solvente cada 48 h, € solvente se elimind hasta
sequedad en rotavapor a presion reducida, de esta forma se
obtuvo los extractos clorofdrmicos. Finalmente, al residuo se
adiciona etanol-agua (70:30), solventes polares, y se procedid
como en los casos anteriores, obteniéndose |os extractos
hidroalcélicos. Procedimientos estandares para la marcha
fitoquimica fueron determinados para al cal oi des (Dragendorff/
Mayer), aminoécidos (Ninhidrina), saponinas (produccion de
espuma), esteroides (Libermann Burchard), triterpenos
(Libermann Burchard), taninos (Gelatina/FeCl,), fenoles/
leucoantocianidinas (Rosenheim), flavonoides (Shinoda),
cumarinas (revelado con vainillay &cido ortofosforico) y
guinonas (Borntrager). Se detecté su presencia en tres
categorias: — = reaccion negativa, + = reaccién muy poco
positivay + = reaccién positiva.

Organismos prueba

Daphnia magna
Hembras adultas de esta especie fueron obtenidas del
acuario “Cleo” procedente del distrito de Lince, Lima, Perq,
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y fueron llevadas a Laboratorio de Invertebrados en recipientes
plésticosde 2 L de capacidad. Hembras partenogenéticas fueron
colocadas en el medio nutritivo ADaM. La preparacion del
medio se realiz6 dela siguiente forma: 9,9 g de sales obtenidas
por evaporacion del agua de mar fueron adicionadasa60 L de
agua de grifo declorinada (Tabla 1), reposadas'y hiperoxigenada
durante 24 h. Luego se agregd 138 mL de unasolucién de cloruro
decalcio (117,6 g L), 132 mL de una solucion de bicarbonato
desodio (25,2 g L™) y 6 mL de unasolucion de oxido de selenio
(0,07 g L) (Kliittgen et al., 1994). Posteriormente se procedio
aredlizar dos andlisis fisicoquimicos de medio ADaM (Tabla
1). Los cultivos parciales se mantuvieron a una temperatura de
21 + 2°Cy a un fotoperiodo aproximadamente de 12L:120.
El oxigeno disuelto tuvo una concentracion sobre 6 mg L
(Cadtillo, 2004). Para el desarrollo de la prueba de toxicidad
aguda con D. magna se emplearon cohortes de neonatos (< 24
h de nacidos). La duracién total de la prueba fue de 48 h de
exposicion. Las concentraciones empleadas fueron 625, 1250,
2500 y 5000 mg L del extracto hexanico, cloroférmico e
hidroal cohdlico de P. clavigera. Paratodos los casos se empled
un control con laméxima concentracion de solvente empleado
paraladilucion. Se empled un factor de dilucion de 0,5. A cada
envase cuadrangular de 4 cm x 4 cm x 4 cm a los que se
transfirieron diez neonatos de D. magna. Se usd como criterio
de mortalidad la carencia de movilidad o la ausencia de ritmo
cardiaco a 15 s de observacion a microscopio estereoscopio.
Antes de efectuar las lecturas se agitaron |os envases en forma
circular para reactivar e movimiento de los organismos que
se posaban inmoviles en el fondo (Castillo, 2004).

Copidosoma koehleri

Microavispas de esta especie se obtuvieron de unacolonia
mantenida durante diez afios del Programa Nacional de Control
Biolégico, Servicio Naciona de Sanidad Agraria (PNCB-
SENASA) (12°01'18"LS, 76°54'57"’'LO). Las condiciones
de cria para C. koehleri sigui6 o descrito por lannacone &
Lamas (2003a). Se realizaron ensayos de toxicidad por
inmersion paralarvas momificadas de P. operculella parasitadas
por C. koehleri y por contacto-residual para adultos. La
temperatura del ensayo fue de 21 + 2°C.

Toxicidad por inmersion: Las caracteristicas del ensayo
por inmersion siguio € protocolo indicado por lannacone &
Lamas (20033). Setrataron 8 larvas parasitadas por concentracion
evaluada. Las concentraciones empleadas fueron 312,5, 625,
1250, 2500 y 5000 mg L del extracto hexéanico, cloroférmico
e hidroalcohdlico de P. clavigera. Las lecturas se hicieron hasta
la emergencia en el agua destiladay en e respectivo control
de solvente de més del 65% de los adultos de C. koehleri de
las larvas momificadas de P. operculella. El porcentaje de
emergencia de C. koehleri se calcul6 contando el nimero de
microavispas emergidas de una larva momificada de P.
operculella, dividiéndolo por el nimero total de camaras
parasitadas.
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Tabla 1 — Caracteristicas fisico-quimicas del agua de grifo y del medio
ADaM (Aachener Daphnien Medium) empleados en |0s bioensayos con Daphnia magna.

. . - Aguadegrifo ADaM
Parametro Fisico-quimico —
mg L
pH* 72 8,15
CE? 0,86 1,42
Cdcio 1236 1484
Magnesio 15,3 13,7
Potasio 3,90 7,81
Sodio 4,70 20,5
Nitratos 3,10 0,62
Carbonatos 0 09
Bicarbonatos 216,5 184,2
Sulfatos 1104 149,8
Cloruros 85,1 3084
Boro 05 11
Fe ND 0,02
Cu ND 0,01
Zn ND 0,05
Mn ND 0,001
Durezacédcica 362 ND

Los resultados indicados corresponden a promedio aritmético de dos andlisis fisico-quimi-

cosde agua. * = no aplica unidades mg L™, 2= dSni™%. ND = no determinado.

Toxicidad por contacto-residual para adultos: Las
caracteristicas del ensayo por contacto residual sigui6 el
protocolo indicado por lannacone & Lamas (2003a). El
tratamiento control consistio en agua destiladay en el solvente
hexano. Se usaron 20 adultos por sustancia evaluada 'y un
total de 5 adultos por repeticion (Hassan, 1992). Las lecturas
se continuaron siempre y cuando la mortalidad en el control
no fuera superior a 20%. Las concentraciones empleadas
fueron 312,5, 625, 1250, 2500 y 5000 mg L del extracto
hexanico de P. clavigera.

Chrysoperla externa

Las condiciones de criapara C. externa parala obtencion
de larvas siguio o descrito por lannacone & Lamas (2002).
L os adultos obtenidos se alimentaron bgjo ocho dietas artificiaes
en envases cilindricos de plastico de 30 cm de altura x 20 cm
de didmetro (Tabla 2). La dieta estédndar o dieta control (L)
fuela utilizada por el PNCB-SENASA en laalimentacion de
adultos de C. externa. Las otras siete dietas variaron en su
composicién de maca, kiwichay soya (Tabla 2). Luego de los

huevos obtenidos procedentes de los adultos de C. externa
bajo las ocho dietas se obtuvieron las larvas, las cuales fueron
empleadas en los bioensayos ecotoxicol 6gicos.

Paralos bioensayos, fue empleado € primer estadio larval
obtenido de |os adultos alimentandos con las ocho dietas. Las
larvas fueron alimentadas ad libitum con huevos de S cerealédla,
pegados a cartulinas de 5 x 5 mm. Se emplearon cohortes de
especimenes entre 24 y 48 h de edad. Las pruebas de
sensibilidad se realizaron bajo condiciones de oscuridad, para
evitar el efecto de fotdlisis. El indicador paralas pruebas de
mortalidad fue el indicado por lannacone & Lamas (2002).

Toxicidad por contacto-residual: Los ensayos se llevaron
a cabo para las larvas de primer estadio, alimentadas
previamente con huevos de S. cerealella y obtenidos de los
adultos dimentados con ladieta 1. En C. externa solo se evaud
el extracto cloroformico de la cortezade P. clavigera, disuelto
en agua destilada y aplicado sobre envases pléasticos de 4 x
3.5 x 3 cm, esparcido en forma homogénea en el interior. Las
caracteristicas del ensayo por contacto residual siguio el
protocolo indicado por lannacone & Lamas (2002).



Efecto Toxicoldgico del Sachayoco...

Toxicidad por incorporacion en la dieta: Se realizd
aplicaciones topicas por inmersion sobre huevos de S cerealélla
con los que se aliment6 alas larvas del primer estadio de C.
externa procedentes de cada una de las ocho dietas artificiales
para la alimentacion de los adultos. Las caracteristicas del
ensayo por incorporacion en ladietasiguio e protocolo indicado
por lannacone & Lamas (2002). Se utiliz6 56 larvas del primer
estadio de C. externa para cadatipo de dieta, ocho larvas por
concentracion, haciendo un total de 448 larvas paralas ocho
dietas. Se observo la mortalidad acumulada a las 24, 48, 72
y 96 h de exposicién (lannacone y Lamas, 20033a).

Para los bioensayos de toxicidad por contacto-residual
y deincorporacion en ladieta, se prepard una solucién madre
de 1 g del extracto de P. clavigera en 1 ml del solvente
(cloroformo a 96% de pureza), el cua finamente sellevo a
un volumen de 1 L con agua destilada. Posteriormente, para
C. externa se preparo cinco concentraciones 6,25, 12,5, 25, 50
y 100 mg L de extracto con factor de dilucion de 0,5. En adicion,
se prepard dos controles, uno con agua destilada'y otro con €l
respectivo solvente a la mas alta concentracion empleada.

Andlisis de datos

Las pruebas de toxicidad de los extractos hexanico,
cloroférmico e hidroalcohdlico de cortezay hoja de Sachayoco
sobre D. magna se evalud en cuatro concentraciones mas
el control de agua destilada y el solvente, con cuatro
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repeticiones, en un disefio de Blogue Completo al Azar
(DBCA): 6 x 4. En C. koehleri, para evaluar los porcentajes
de emergenciay la mortalidad de los adultos, se evaluo en
cinco concentraciones mas el control de agua destilada'y del
solvente, con cuatro repeticiones, en un disefio de Bloque
Completo a Azar (DBCA): 7 x 4. En C. externa para evaluar
lamortalidad larvaria por contacto-residual y de incorporacion
en la dieta se evaluo en cinco concentraciones mas el control
de agua destilada y del solvente, asi como el efecto de las
ocho dietas, en un disefio Factorial de Bloque Completo al
Azar (DBCA): 7 x 4 x 8. Laeficacia de los tratamientos y
las repeticiones se evalud através de un andlisis de varianza
(ANDEVA) de dos vias, previa transformacion de los datos
araiz cuadrada del arcoseno. En el caso de existir diferencias
significativas entre los tratamientos y entre las repeticiones
serealiz6 la prueba de Tukey. Los célculos de la mortalidad
corregida se realizé mediante la formula de Abbott en caso
de muerte natural en el grupo testigo cuando sea menor al
20% (Macedo et al., 1997). La Concentracion Letal media
(CL,,) se calcul6 usando €l programa computarizado Probit
version 1,5. El modelo de regresion fue verificado usando
€l estadistico Chi-cuadrado. Los resultados fueron analizados
mediante el paquete estadistico SPSS (version 12,0). Se
empleo la clasificacion toxicoldgica de la IOBC para
determinar el efecto en los porcentajes de mortalidad y de
reduccion de la emergencia de C. koehleri (Hassan, 1992).

Tabla 2 — Dietas artificiales para alimentacion de adultos de Chrysoperla externa.

Dietas (g)
Ingredientes 1 2 3 4 5 6 7 8
L L+M L+S L+K M+S M+K StK M+SHK
Maca (Lepidium peruvianum) 17,5 8,75 8,75 7
Kiwicha (Amaranthus caudatus) 17,5 8,75 8,75 7
Soya (Glycine max) 17,5 8,75 8,75 7
Levadura de cerveza 35 17,5 17,5 17,5 17,5 17,5 17,5 21
Polen 1,75 1,75 1,75 1,75 1,75 1,75 1,75 35
Miel 17,5 17,5 17,5 17,5 17,5 17,5 17,5 21
Agua 17,5 17,5 17,5 17,5 17,5 17,5 17,5 21

Para |a preparacion de las ocho dietas se usd como medida una cucharadita de aproximadamente 3,5 g. L = levadura de cerveza;
M = maca; S = soya; K = kiwicha Ladietaestandar para adultos de C. externa usadaen e PNCB-SENASA eslan® 1.
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RESULTADOS

El screening fitoquimico de los extractos hexénicos,
clorofdrmicos e hidroalcohdlicos de corteza 'y de hoja de P.
clavigera obtuvo los resultados sefialados en la Tabla 3. El
extracto hexanico de cortezay hoja presento triterpenos. Solo
el extracto hexanico de corteza tuvo flavonoides y quinonas.
El extracto clorofdrmico de cortezay hojas presentd esteroides.
Solo el extracto clorof ormico de corteza presentd saponinas,
cumarinas, flavonoides y quinonas. En cambio, el extracto
cloroférmico de hoja solo tuvo triterpenos. Los extractos
hidroalcohdlico de corteza y hoja presentaron fenoles-
antocianidinas y flavonoides (Tabla 3).

Se encontro la siguiente secuencia en orden descendente
de toxicidad aguda (CL ., en mg L™) de los extractos de P.
clavigera sobre D. magna a24 y 48 h de exposicion: cloroformo
de hoja > cloroformo de corteza > hidroalcohol de hoja >
hexanico de hoja > hexanico de corteza > hidroalcohol de
corteza (Tabla 4).

No existieron diferencias significativas en el promedio
del nimero de camaras de C. koehleri expuestas alos extractos
hexanico, clorofrmico e hidroa cohdlico de cortezay de hoja
P. clavigera evaluados por concentraciones (F = 0,25-1,51;
P=0,19-0,95) y por repeticiones (F = 0,28-1,78; P=0,12-0,94)
(Tabla5). Conrelacion d porcentge de emergenciade C. koehleri
expuestos alos extractos hexénico, cloroférmico e hidroa cohdlico
de cortezay hojaP. clavigera eva uados por concentracién, solo
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exigtieron diferencias significativas en |os dos extractos hexanicos
entre 5000 mg Ly @ control (F = 5,16-8,53; P=0,00) (Tabla
5). Estos dos extractos hexanicos a 5000 mg L fueron conside-
rados segin la1OBC como ligeramente peligrosos (categoria
2). En cambio, los extractos clorof drmicos e hidroal cohdlicos
fueron catalogados como de menor peligrosidad (categoria 1).
En adicidn, no existieron diferencias significativas en relacion
alas repeticiones (F = 0,92-2,70; P> 0,05) (Tabla 5).

Al encontrarse efectos significativos en la emergencia
de adultos de C. koehleri con |os extractos hexéanicos de corteza
y hojade P. clavigera, se procedi6 arealizar bioensayos de
mortalidad de adultos de C. koehleri a48 h de exposicion solo
con estos dos extractos, y se observo diferencias significativas
con €l control desde la concentracion més baja de los extractos
a312,5mg L (Tabla 6). A 48 h de exposicidn, el extracto
hexanico de corteza present6 en términos de CL,, mayor
toxicidad que € hexanico de hoja (Tabla 6). Estos dos extractos
hexanicos a 5000 mg L fueron considerados segin lalOBC
como peligrosos (categoria 4).

Al evaluar la mortalidad a las 24, 48, 72y 96 h de
exposicion alas cinco concentraciones utilizadas del extracto
cloroférmico de la cortezade P. clavigera se observé que estas
no produjeron ningln efecto de mortalidad sobre las larvas
de primer estadio de C. externa, tanto en los bioensayos por
incorporacion aladieta provenientes de adultos alimentados
con ocho dietas a base de maca, kiwichay soya, asi como en
los bioensayos de contacto residual.

Tabla 3 — Caracteristicas fitoquimicas de los extractos hexanicos,
cloroférmicos e hidroalcohdlicos de la corteza y hoja de Paulinia clavigera.

Extracto de corteza

Extracto dehoja

Caracterisgticas
fitoquimicas

hexanico cloroférmico hidroalcohdlico hexanico

cloroférmico  hidroalcohdlico

Pruebade
Alcdoides - -
Saponinas - *
Esteroides - +
Triterpenos + -
Taninos - -
Fenoles/Antocianidinas - -
Flavonoides +
Cumarinas -
Quinonas *
Aminoacidos ND ND

+ o+ o+

+ ND ND ND

Leyenda: reaccion: — = negativa; £ = muy poco positiva; + = positiva
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Tabla 4 — Toxicidad aguda de |os extractos hexanicos, cloroférmicos e hidroalcohdlicos de Paullinia clavigera
procedentes de Pucallpa, Ucayali, Per(, sobre Daphnia magna a 24 y 48 h de exposicion.

Hexano Hexano Cloroformo Cloroformo Hidroalcohol Hidroalcohol
Concentracion corteza hoja corteza hoja corteza hoja
(mg del extracto L™ (%) (%) (%)* (%0)* (%)* (%)*
24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h
Control: H,O destilada 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
solvente 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
625 28 6,8 15 204 0 175 0 477 0 0 48 408
1250 13,7 323 281 31,8 131 629 420 651 25 339 259 556
2500 622 774 627 858 493 711 454 869 231 579 629 852
5000 865 887 840 972 819 99 829 96 641 100 94,7 100
Cls 2272 1697 2097 1384 874 398 747 237 3979 1912 1918 956

* = Porcentgje de mortalidad.

Tabla 5 — Promedio de nimero de camaras y porcentajes de emergencia de Copidosoma koehleri
con |os extractos hexéanicos, cloroférmicos e hidroalcohdlicos de Paullinia clavigera.

Necamaras Emergencia (%)

mg extracto L™ X DE X DE
Hexano corteza

Control H,O destilada  61,0a 22,8 86,4a 15,4

Control hexano 528a 219 795a 328

3125 473a 97 755a 16,9

625 47,0a 21,3 881la 85

1250 469a 22,0 831la 16,3

2500 424a 164 784a 13,0

5000 589a 20,1 389b 30,9

Hexano hoja

Control H,O dedtilada  61,0a 22,8 86,4a 154

Control hexano 52,8a 219 795a 32,8

3125 480a 98 698a 25,7

625 446a 188 785a 17,6

1250 633a 26,1 854a 138

2500 555a 29,1 66,7a 37,3

5000 557a 212 16,8b 11,8

Cloroformo corteza
Control H,O degtilada  264a 10,7 67,9a 314
Control cloroformo 365a 102 721la 31,7
3125 32,7a 112 874a 9,9
625 305a 152 819a 255
1250 28,0a 105 80,3a 11,7
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Tabla 5 — (Continuacion).

Necamaras Emergencia (%)

mg extracto L™ X DE X DE
Cloroformo corteza

2500 348a 130 791a 25,9

5000 3l4a 128 781la 15,9

Cloroformo hoja

Control H,O destilada  26,4a 10,7 67,9a 314
Control cloroformo 365a 10,2 721a 31,7

312,5 283a 108 671la 38,2
625 240a 99 421la 34,7
1250 336a 11,3 67,7a 30,6
2500 268a 139 67,3a 36,3
5000 279 12,7 66,8a 229

Hidroalcohol corteza

Control H,O destilada  31,0a 13,8 74,4b 32,6

Control etanol 290a 9,7 864a 14,3
3125 30,3a 11,7 70,1a 334
625 259a 85 799a 18,8
1250 356a 116 77,2a 17,4
2500 36,3a 16,0 84,0a 18,6
5000 416a 128 819a 18,7

Hidroalcohol hoja

Control H,O destilada 31,0a 138 74/4b 32,6

Control etanol 290a 9,7 864a 14,3
312,5 3,8a 108 726a 33,6
625 34,1a 153 936a 39
1250 344a 145 708a 34,6
2500 35la 11,4 836a 16,7
5000 3l4a 92 760a 10,4

Letras mindsculas iguales en sentido vertical indican que los porcen-
tajes de mortalidad son estadisticamente iguales.

DISCUSION

Los insectos depredadores y parasitoides, asi como la
fauna no destinataria del ambiente acuatico, pudieran ser
afectados por |as aplicaciones de plaguicidas en muchas formas.
Los controladores bioldgicos pudieran exponerse a los
plaguicidas indirectamente por alimentarse de presas

contaminadas o directamente por la aspersion de un plaguicida
o por € contacto residua con laplantatratada. Lafaunaacuética
no destinataria puede ser afectada cuando los plaguicidas legan
a ambiente dulceacuicola(Medinaet al., 2003). En este estudio
evauamos € efecto y lacompatibilidad del uso de sais extractos
boténicos de P. clavigera para el control de plagas con D.
magna, C. koehleri y C. externa.
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Tabla 6 — Efecto de los extractos hexanico de corteza y hoja de Paullinia clavigera
sobre la mortalidad de adultos de Copidosoma koehleri a 48 h de exposicion.

% mortalidad
Extracto hexano corteza

mg extracto L™ _
Extracto hexano hoja

Control: H,O destilada Oa Oa
solvente Oa Oa

3125 81,2b 52,3b

625 87,5hbc 85,7hbc

1250 100c 91,4c

2500 100c 96,7c

5000 100c 100c

Cls 1454 298,6

Letras minGsculas iguales en sentido vertical indican que |os porcentajes de mortalidad son
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estadisticamente iguales.

Laefectividad de losinsecticidas vegetal es es dependiente
de algunos factores extrinsecos, tales como la especiey variedad
de la planta, época de recoleccion, parte cosechaday forma
de preparacion, extracciony aplicacion (lannacone et al., 2002).
Amadiola (2000) sefiadla que las diferencias en la toxicidad
de diferentes extractos pudieran deberse a la solubilidad de
Sus compuestos activos en los solventes, a la presencia de
inhibidores activos en los solventes o a la presencia de
inhibidores de principios insecticidas. En el presente estudio,
se emplearon extractos hexénicos, cloroférmicos e
hidroal cohdlicos precedentes de la corteza y hoja de P.
clavigera.

Se ha encontrado que el extracto hidroalcohdlico de
Paullinia elegans Cambess tiene efecto sobre el crecimiento
de promastigotes de Leishmania (Mannia) brazliensis Vianna,
1911 y de epimastigotes de Trypanosoma cruzi Chagas, 1909.
En adicion, no se encontré en este extracto efecto
antimolusquicida sobre el vector de Schistosoma mansoni
Sambon 1907, Biomphalaria glabrata Say, 1818 (Truiti et al.,
2005). En la especie Paullinia pinnata L. se han registrado
actividades molusquicidas contra B. glabrata, hospedero
intermediario de S. mansoni, posiblemente debido a flavonas
glicosiladas (Meléndez & Carriles, 2002). Nuestros resultados
indican efectos de los extractos clorof érmicos de corteza y
hoja de P. clavigera sobre D. magna.

Pérez & lannacone (2004) sefialan propiedades
antifungicas y molusquicidas del Sachayoco, P. clavigera,
debido a la concentracién de las saponinas. Probablamente
las saponinas encontradas en & extracto cloroférmico de corteza
contribuyeron a los efectos toxicos sobre D. magna (Tabla
3). Con relacion alos artrépodos acuéticos, Pérez & lannacone
(2004) sefialan propiedades insecticidas del extracto acuoso
de P. clavigera sobre formas larvarias de Anopheles benarrochi
Gabaldon, Cova Garciay Lopez, 1941 (Diptera). En adicion,

s haencontrado que € extracto hidroalcohdlico de P. clavigera
tuvo alta actividad sobre Chironomus calligraphus (Goeldi,
1905) (Perez et al., 2004). Se ha encontrado toxicidad del
extracto etandlico de Magonia pubescens Trunk (Sapindaceae)
sobre Aedes aegypti Linnaeus, 1762 (Arruda et al., 2003). En
el presente trabajo se ha observado que las hojas y corteza
de cloroformo tuvieron mayor efecto toxicol 6gico agudo sobre
D. magna en comparacion a los otros cuatro extractos,
posiblemente por |a presencia de reacciones positivas a
esteroides (Tabla 3). La toxicidad del insecticida nim
(Azadirachta indica A.Juss) y de las plantas acuaticas Ruppia
maritima L. and Potamogeton natans L. (Potamogetonaceae)
ha sido evaluada sobre D. magna (Cangiano et al., 2002;
lannacone et al., 2002). Una especie congenérica Daphnia
pulex ha sido explorada como aternativaa Artemia salina para
la evaluacion bioldgica fitoquimica (Morrow et al., 2001).

Latoxicidad aguday subaguda observada en el extracto
hexanico de cortezay hojade P. clavigera sobre lamortalidad
y laemergencia de adultos de C. koehleri pudiera deberse a
la presencia de triterpenos, |os cuales no se encontraron en
los extractos hidroalcohdlicos de P. clavigera (Tablas 3, 4 y
6). Asimismo, Schultes & Raffauf (1990) indican la presencia
de triterpenos, 3-sitosterol y de aceites etéreos en una planta
de la misma familia, Serjania (Jacg.) Willd (Sapindaceae),
determinando que |os primeros son responsables de actividad
ictiotoxica. lannacone & Lamas (2003a) encontraron que los
extractos hexénicos de molle, Schinus molle L., y de lantana,
Lantana camara L ., tuvieron efectos en laemergencia de adultos
de C. koehleri en comparacion a los extractos acuosos y
acetonicosy a control. En adicién, el extracto acuoso de P.
clavigera produjo efectos significativos en comparacion con
el control sobre la mortalidad y repelencia larvaria de
Rhynchophorus palmarum L. a 24 h de exposicién (Perez &
lannacone, 2006).
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Una reduccion significativa de la emergencia de adultos
en C. koehleri fue observada bajo la accion de 5000 mg L
de los extractos hexanicos de cortezay de hojadeP. clavigera.
Estos dos extractos hexéanicos ocasionaron mortaidad prematura
delos parasitoides a inhibir laemergencia, por estar en contacto
con la superficie externa de la larva momificada parasitada
por C. koehleri. En adicién, algunos adultos del parasitoide
seintoxican y no terminan de emerger, esto se produce cuando
tratan de emerger y de cortar la cubierta externa de lalarva
momificada expuesta al extracto con sus mandibulasy al
examinar |la superficie externa con sus antenas. Esta reduccion
en la emergencia de adultos concuerda con |os obtenidos en
los himendpteros parasitoides Diaretiella rapae Mclntosh y
Aphidius matricariae Hal bgjo laaccion del insecticida sintético
deltametrina (Desneux et al., 2006). En cambio, los extractos
cloroférmicosy hexanicos de cortezay hoja de P. clavigera
no produjeron efectos significativos en laemergencia de adultos
en C. koehleri. Los resultados aqui presentados con estos Ultimos
cuatro extractos botéanicos sobre el parasitoide C. koehleri
pueden ser (tiles tanto en evaluaciones regulatorias para €l
futuro registro de P. clavigera como plaguicida botanico en
el Pert cuanto en la seleccion de los extractos con efectos
plaguicidas parasu integracion en e mang o integrado de plagas.

Efectos en la mortalidad de los adultos de C. koehleri
fueror observados bajo la accion de los extractos hexanicos
de cortezay de hojade P. clavigera. Estos dos extractos tendrian
efecto sobre |os parasitoides adultos cuando a buscar su plaga
hospedera caminan sobre las hojas tratadas con estos dos
extractos. En adicion se observd en C. koehleri, a
concentraciones entre 312,5 y 625 mg L de los extractos
hexéanicos de cortezay de hoja de P. clavigera, un incremento
en el acicalamiento al irritar los mecanoreceptores y
qguimiorreceptores corporales (Tran et al., 2004). En los
himenopteros parasitoides D. rapae y A. matricariae bgjo la
accion del insecticida sintético deltametrina se han encontrado
efectos significativos sobre la supervivencia de los adultos
(Desneux et al., 2006).

El extracto cloroférmico de la corteza de P. clavigera
no produjo ninguin efecto de mortalidad de las larvas de primer
estadio de C. externa, tanto en los bioensayos por incorpo-
racion aladieta como en los de contacto residual . Posiblemente,
las bajas concentraciones entre 6,25y 100 mg L de extracto
empleadas en comparacion con las concentraciones entre 312,5
y 5000 mg L de extracto usadas sobre C. koehleri, explicarian
laausencia de efectos observada. En C. externa se haencontrado
qgue la azadiractina y la rotenona produjeron efectos
significativos de mortalidad larvaria por contacto en
comparacion con el control. Sin embargo, no se observaron
efectos significativos en la mortalidad cuando se evalud la
azadiractinay la rotenona en bioensayos por incorporacion
en ladieta (lannacone & Lamas, 2002). Sin embargo, tampoco

lannacone et al.

se puede excluir que e rol metabdlico del extracto cloroférmico
de la corteza de P. clavigera entre C. koehleri y C. externa
pueda ser diferente (Medina et al., 2003).

En los ensayos se evalud la actividad de extractos crudos
de P. clavigera que contienen numerosos compuestos, algunos
de los cuales pueden ser comunes en |os extractos hexanicos,
hidroalcohdlicosy clorofrmicos (Tabla 3). Finalmente, los
resultados muestran que a las concentraciones (mg L?)
evaluadas | os extractos hexanicos y cloroférmicos tuvieron
efectos no selectivos sobre D. magna y C. koehleri, por 1o
gue estas formulaciones no deberian ser empleadas cuando
estas especies se encuentren presente en los ambientes
dulceacuicolasy en el campo agricola, respectivamente. Los
extractos hidroal cohdlicos mostraron buena selectividad hacia
los organismos no destinatarios, por 1o que puderian ser
considerados prioritarios en programas MIP. Sin embargo, més
investigacion se necesita para evaluar 1os efectos colaterales
contra diferentes estados de desarrollo de D. magna, C. koehleri
y C. externa. En adicion, los experimentos de laboratorio deben
ser verificados bajo condiciones de campo.
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