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ABSTRACT

Artemisia ludoviciana contains several medically important metabolites, but few studies
have been reported on its effects on insects of agricultural importance. This article aimed to know
the biological effects of a methanolic extract of A. ludoviciana on neonatal larvae of Spodoptera
frugiperda, where column chromatography was obtained to fractionate the crude oil and mass
gas chromatography to identify metabolites, the extract, and the 90:10 mobile phase showed low
mortality of about 30% at a concentration of 1 mg/mL, but a weight loss in neonatal larvae of more
than 50% was lost, confirming a significant antifeedant activity. GC-MS analysis revealed the
presence of terpenoids such as limonene, thujone, camphor, borneol, and borneol acetate, which
are associated with an insecticidal and antifeedant activity. Therefore, the methanolic extracts of
A. ludoviciana can be a friendly alternative for insect pest control.

KEY WORDS: Artemisia, Metabolites, Armyworm, Bioinsecticide, Estafiate.

Introduccién

La familia Asteraceae tiene un alrededor de 380 géneros en México, con mas de 3000
especies actualmente conocidas (Ezeta-Miranda et al., 2020), entre ellas el género Artemisia
esta recibiendo una atencién creciente por su diversidad biolégica y quimica de sus componentes
(Carvalhoetal.,2011). Artemisia ludoviciana comunmente conocida como “estafiate” es una especie
muy extendida en México (Damian-Badillo et al., 2010) desde tiempos prehispanicos (Andrade-
Cetto, 2009). El tallo de la planta se usa en infusion oral para el tratamiento de enfermedades
parasitarias, malestar estomacal, diarrea, molestias dolorosas, mal funcionamiento de la vesicula
biliar y diabetes (Lopes-Lutz et al., 2008). Diferentes metabolitos del aceite esencial de Arfemisa
como a-pineno, canfeno, 1,8-cineol, alcanfor, borneol, nonanal, linalool, carvacrol y alcohol p-a-
dimetilbencilico (Anaya-Eugenio et al., 2014), actuan como antioxidantes, antiinflamatorios,
(Kim et al, 2008) antibacterianos, antialérgicos, anticancerigenos, (Nageen et al., 2011) e
inmunosupresores, (Nam et al.,, 2013). Sin embargo, hay poca literatura sobre estudios de los
efectos bioldgicos de A. ludovicina en insectos, desde el primer reporte encontramos que Smith
et al. (1983) evaluaron los efectos de la alimentacién de Hypoclora alba 'y Menaloplus sanguinipes
que se produce con las hojas de A. ludovicina con tricomas y sin tricomas, y posteriormente Durden
et al. (2008) evaluaron los efectos de la alimentacion de A. ludovicina contra larvas neonatas de
Cydia pomonella. Por otro lado, se han reportado los efectos bioldgicos de otras especies de
Artemisia, como Hwang et al. (1985) quienes reportaron la actividad de repelencia de A. vulgaris
sobre mosquitos de Aedes aegypti, y Tripathi et al. (2001) estudiaron la toxicidad por contacto y
fumigacién de A. annua contra Tribolium castaneum. Asi mismo, Maggi et al. (2005) investigaron
la inhibicion alimentaria de A. annua contra Epilachna paenulata 'y Spodoptera eridania. Liu et al.
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(2010) reportaron la actividad insecticida de A. capillaris y A. mongélica sobre Sitophilus zeamais.
Creed et al. (2015) evaluaron extracciones de A. arborescens en infestaciones de Cydia pomonella
y recientemente Hu et al. (2019) investigaron la actividad toxica y repelente de aceite esencial de
A. brachyloba contra el insecto T. castaneum. El objetivo de este trabajo fue buscar los efectos
téxicos de los extractos metandlicos en larvas de primer instar de Spodoptera frugiperda.

Material y Métodos
Material vegetal

Las muestras de estafiate (A. ludoviciana) se adquirieron en una tienda de conveniencia
de la marca “Infusionate” (elaborado y distribuido por Planta de Vida S.A. De C.V., México). Se
procesaron 300 g de hojas y tallos previamente lavados en agua destilada y deshidrataron en
una estufa de tiro forzado a 30 °C. Los cuales se colocaron en 1 L de metanol y se dejaron a
temperatura ambiente por 7 dias. Luego se filtré y se elimind el solvente con rotaevaporador. El
material seco se coloco en un recipiente de vidrio a 5 °C.

Cromatografia en columna de vidrio

Se utilizé una columna de vidrio con una longitud de 21 cm de largo y 1.5 cm de grosor
empaquetada con 31 g de gel de silice de 230-400 mallas con un tamafio de particula de 63 ym
(Sigma-Aldrich). Para obtener 10 fracciones se utiliz6 una fase movil de 100% benceno (C,H,)
hasta llegar al 100% acetato de etilo (C,H,0,). En cada fraccion se elimino los solventes por
evaporacion y se guardo en refrigeracion a 5 °C.

Bioensayo de mortalidad y peso en larvas

Se prepararon alicuotas de 1 mg/mL de cada fase mévil usando metanol como disolvente,
se agitaron las muestras mediante vortex y se colocé una gota de 100 yL sobre la superficie
de la dieta (harina de soya, germen de trigo, levadura, agar, sales y vitaminas) en 10 vasos de
plastico de 2 onzas con 5 repeticiones por tratamiento, un vaso se us6é como testigo negativo
al cual se le agrego solo metanol y se dejé evaporar a temperatura ambiente por 2 h. Luego se
colocé una larva neonata en cada vaso con tapa de plastico y se guardaron en bolsas de papel
a 28° C durante 7 dias. Después de un tiempo, se registrd la mortalidad y el peso de larvas en el
tratamiento y el control.

Cromatografia de gases-espectrometria de masas (GC-MS)

Los extractos de metanol se analizaron utilizando un sistema GC-MS 6890-5975 (Agilent
Technologies) equipado con una columna capilar de silice fundida HP-5 MS (30 m x 0,25 mm
espesor de pelicula de 0,25 pm). La deteccion por GC-MS utiliza un sistema de ionizacion de
electrones con una energia de ionizacion de 70 eV. El gas portador fue helio a un caudal constante
de 1 mL/min. Las temperaturas del inyector y de la linea de transferencia de masa se fijaron en
250 °C y 280 °C, respectivamente. El volumen de inyeccion fue de 2 pL de solucion (1:100) y
se analiz6 en las siguientes condiciones de columna: la temperatura inicial de la columna se
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mantiene a 40 °C durante 1 min, luego se eleva a 250 °C a una velocidad de 3 °C/min y se
mantiene a 250 °C durante 20 min.

Analisis Estadisticos

Los resultados se sometieron a un andlisis de varianza ANOVA y una prueba de
comparacion multiple Tukey, mediante el programa IBM SPSS 22.

Resultados y Discusion

Se evalué la mortalidad de cada fase mévil donde el crudo y la fase 90:10 mostraron la
mayor mortalidad de alrededor del 30 % (Tabla 1).

Tabla 1. Mortalidad de los extractos metandlicos de A. ludoviciana.

Tratamiento % mortalidad * error estandar Tukey
Negativo 3.33+3.33 ab
Crudo 26.67 £ 3.33 c
90:10 33.33+3.33 c
80:20 6.67 £ 3.33 ab
70:30 0.00 + 0.00 a
60:40 3.33+3.33 ab
50:50 6.67 + 6.66 ab
40:60 3.33+3.33 ab
30:70 0.00 £ 0.00 ab
20:80 10.00 £ 0.00 a
10:90 10.00 £ 0.00 b
0:100 8.72+1.73 b

ANOVA. p < 0.05. Comparaciéon mdltiple Tukey. Letras iguales tiene la misma media.

En relacion al efecto del peso en larvas neonatas, en la fase 90:10 se redujo casi a la mitad
en comparacion con el negativo, pero hubo una reduccién muy significativa en el tratamiento
crudo en comparacion con los otros tratamientos.
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Tabla 2. Pesos de larvas en miligramos de larvas de S. frugiperda en
diferentes tratamientos.

Tratamiento pesos * Error estandar Tukey
Negativo 0.0191 £ 0.0091 c
Crudo 0.0035 + 0.0017 a
90:10 0.0072 + 0.0025 b

ANOVA p < 0.05. Comparacion multiple Tukey. Letras iguales tiene la misma media.

En cuanto al analisis cromatografico, se encontraron 5 metabolitos relacionados con
actividad biolégica sobre insectos: limoneno, tujona, alcanfor, borneol y acetato de borneol.

Figura 1. Cromatografia gases-masas del extracto crudo de Artemisia.

Revista Bio Ciencias 10, e1432. 5



Extracto de Artemisia ludoviciana. / Extract of Artemisia ludoviciana.

Uno de los primeros estudios de Artemisia spp., sobre lepiddpteros es el realizado por
Maggi et al. (2005), quienes evaluaron el porcentaje de inhibicion de la alimentacién por un
extracto etandlico a una dosis maxima de 1,5 mg/cm? (2,4 mg/mL) contra Spodoptera eridania con
un porcentaje de inhibicion alimentaria de 87.1 %, y una pérdida de peso de las larvas diferente
al control, y una mortalidad del 50 % a la misma concentracion (datos estadisticos no mostrados).
En el mismo estudio analizaron el metabolito artemisinina donde mostré una inhibicion a dosis
bajas de 60 a 75 % pero los mismos autores mencionaron que este metabolito es fitotdxico.
Durden et al. (2008) realizaron un ensayo de los efectos antialimentarios con extractos de A.
absinthum, A. arborescens y A. ludovicina a una concentracion de 10 mg/mL donde todos los
extractos mostraron estos efectos contra larvas de Cydia pomonella, pero no se menciona que
metabolitos pueden estar relacionados en esta actividad. Por otro lado, Karahroodi et al. (2009)
evaluaron extractos de A. drancunculusy A. absinthum sobre el lepidéptero Plodia interpunctella a
una concentracién de 2 pL de aceite esencial en 2 gr de dieta, provocando un efecto de repelencia
del 40 y 64 %, respectivamente.

Por otro lado, Khosravi et al. (2010) estimaron el efecto de disuasion de alimentacion de
los extractos metandlicos de A. annua entre una concentracion de 0.625 a 5 % contra Glyphodes
pyloalis, mostrando una disuasion del 60 % al 90 %. Hasheminia et al. (2011) evaluaron la
CL,, contra Pieris rapae calculando una concentracion de 9.38 % con extractos metandlicos
de A. annua y una disuasion del 29 % a una concentracion de 0,625 %. Durden et al. (2011)
probaron los mismos insectos centrandose en dos metabolitos encontrados en el extracto de
A. annua, artemisinina y 1,8-cineol, en un rango de dosis mas amplio. El efecto de disuasion
de alimentacion en la dosis de 1 mg/mL del extracto crudo fue del 61.3 %, mientras que para
artemisina y 1,8-cineol fue del 28 y 8.8 %, respectivamente. Knaak et al. (2013) estimaron que la
CL,, del aceite esencial de Artemisia absinthium fue de 2.09 pL, mientras que la DL,  mediante
aplicacion topica fue de 5.51 uL contra Spodoptera frugiperda, pero no observaron repelencia en
larvas de primer instar en este lepidoptero. Creed et al. (2015) evaluaron el metabolito a-tujona
a 1 mg/mL el cual no mostré un efecto de disuasion en Cydia pomonella, los extractos crudos de
A. ludoviciana, A. annua y A. absinthium evaluados a 10 mg/mL tampoco mostraron un efecto de
disuasion. Mientras que el estudio de disuasién del metabolito a-tujona de A. arborescens entre
1 a 300 mg/mL causé el 90% de disuasion, asi también, el extracto crudo evaluado entre 1 a 10
mg/mL mostraron porcentajes de disuasion similares en todos los casos.

Con respecto a nuestros resultados, no encontramos una mortalidad significativa contra
S. frugiperda en el extracto metandlico del A. ludoviciana que fue alrededor del 30 % a una dosis
de 1 mg/mL, mientras que Knaak et al. (2013) reportaron una mortalidad hacia este lepidéptero
usando el aceite esencial de Artemisia absinthium.

En cuanto al efecto antialimentario se observé una reduccion del 50 % en el peso de
larvas tratadas comparado con el control negativo. Este efecto también fue visible en la superficie
de la dieta ya que las larvas no consumen la misma area que las del control y la cantidad de
excremento disminuye en los vasos con dieta. Estos efectos antialimentarios son notorios a
1 yL/mL, que es una concentracidn baja con comparacion a la literatura citada. Vale la pena
mencionar que actualmente no hay informacién sobre la actividad biologica del estafiate contra el
gusano cogollero, pero la informacion existente de distintas especies de Artemisia contra varios
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insectos lepiddpteros sugiere que efectos antialimentarios y de disuasién de alimentacion. Cabe
mencionar que este tipo de actividad bioldgica puede ser usada para la proteccion vegetal de
cultivos de importancia agricola, y también para interrumpir el ciclo biolégico de las larvas de
Spodoptera sp,, como una estrategia en el control biorracional.

En cuanto al analisis MC-GC, detectamos varios componentes como limoneno, tujona,
alcanfor, borneol y acetato de borneol relacionados con los efectos biologicos sobre insectos.
Se informa que el R-limoneno tiene actividad en dipteros, himendpteros y lepidopteros, lo que
provoca varios efectos nutricionales y reproductivos adversos en las larvas de Spodoptera
frugiperda (Oliveira et al., 2021; Johnston et al., 2022; Cruz et al., 2017). Mientras que la a-tujona
en combinacién con el alcanfor tiene un efecto insecticida sobre lepidépteros (Chen et al., 2021), el
compuesto borneol se reporta también con efectos en la disminucién de la pupaciéon y emergencia
contra la misma especie (Magierowicz et al., 2020), y el acetato de borneol tiene toxicidad hacia
insectos de granos almacenados (Feng et al., 2020).

Conclusiones

El extracto metandlico de A. ludoviciana contiene compuestos biolégicamente activos
contra diversos insectos plagas, aunque el efecto insecticida sobre Spodoptera frugiperda es
bajo, tiene un efecto antialimentario sobre las larvas del insecto, por lo que puede ser utilizado en
el control biorracional para la proteccién de cultivos logrando el disefio de una formulacion mas
econdmica, sencilla y amigable con el medio ambiente y los seres vivos.
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