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RESUMEN

En el aguacate se producen un tipo especial de derivados de acidos grasos de cadena larga, presentes
en los ideoblastos, de los cuales se ha demostrado su accidn bioldgica. Este tipo de compuestos poseen
propiedades citotéxicas en varios insectos, ademas de ser potentes bactericidas. Los idioblastos de
aguacate contienen compuestos (alcaloides, hidroperéxidos, sesquiterpénicos y probablemente otros
terpenos), responsables de una actividad biol6gica insecticida. En el presente trabajo, se cuantificd y
caracteriz6 los compuestos biolégicos presentes en células idioblasticas de aguacate seleccién Méndez,
como posible fuente de insecticidas naturales. Se empleé un sistema comatografico de gases HP modelo
6890, equipado con un detector de ionizaciéon de flama. El porcentaje de mortalidad evaluado en S.
frugiperda fue entre 96.9 y 1.04% después de siete dias de incubacion con extracto metandlico de pulpa
de aguacate que caus6 una mortalidad superior al 50% con valor CLsy de 13.55 mg/ml. El extracto
metanolico provocd una disminucién en el peso de la larva (39.4%), y no afecto el periodo larval, al
aumentar 10 dias el periodo de pupa en comparacion con las larvas testigo. Los acidos grasos y los
aldehidos identificados en los extractos no polares causaron toxicidad letal reduciendo el peso de la larva
y no afectaron el ciclo bioldgico larval. Existe una variacién en la actividad de los compuestos bioactivos
presentes en los ideoblastos de aguacate, por lo que estos presentan potencial como insecticidas
naturales.

Palabras Clave: Persea americana, acidos grasos, ideoblastos, bioinsecticida.

ABSTRAC

The avocado produce a special type of derivatives of long chain fatty acids, of which action has been
demonstrated Biological relevance. Such compounds possess cytotoxic properties, cause toxicity in
several insects, in addition to being potent bactericidal. The avocado idioblastes contain other compounds
(alkaloids, sesquiterpene, hydroperoxides and possibly other terpenes), responsible for biological activity
of insecticides. In this paper, we quantified and characterized the cell biological compounds present in
idioblasts from avocado (Méndez selection), as a potential source of natural insecticides. We used a gas
comatographer HP model 6890, equipped with a flame ionization detector. The mortality rate evaluated as
a biological agent S. frugiperda was between 96.9 and 1.04% after seven days of incubation with
methanol extract of avocado pulp caused mortality exceeding 50% with LCsy value of 13.55 mg/ml. The
methanol extract caused a decrease in the weight of larvae (39.4%), and did not affect larval period,
increasing 10 days the pupal period compared with control larvae. Fatty acids and aldehydes identified
compounds in the extracts caused lethal toxicity nonpolar reducing the weight of the larvae and did not
affect larval biological cycle. There is variation in the activity of bioactive compounds present in
ideoblastes avocado, so these have potential as natural insecticides.

Keywords: Persea americana, fatty acids, ideoblastes, bioinsecticides.



46

47
48
49
50
51
52
53

54
55
56
57
58
59
60

61
62
63
64

65
66
67
68
69

70
71
72
73
74

75
76
77
78

79
80
81

82
83
84
85
86
87
88
89
90

91
92

INTRODUCCION

El intenso uso de plaguicidas de sintesis quimica ha traido como consecuencia grandes inconvenientes
como la resistencia en plagas, la alteracion del equilibrio dindmico de los ecosistemas; acumulacion de
residuos téxicos a lo largo de las cadenas tréficas; eliminacion de enemigos naturales; efectos letales en
humanos y animales domésticos por intoxicacion directa; asi como diversas afecciones humanas (cancer,
esterilidad, dafios al sistema nervioso) y en general, un deterioro de la salud de quienes consumen
alimentos con residuos de ellos; el surgimiento de nuevas plagas y el incremento en los costos de
produccion (Soto et al., 2000).

En todo el mundo, afio con afio, los cultivos destinados a satisfacer las necesidades bésicas de la
humanidad se ven mermados en su produccion debido a la gran incidencia de plagas y el dafio que éstas
producen (disminucién en la calidad rendimiento de las cosechas; favorecen (Hernandez, 2000). El uso
irracional de éstos ha traido consigo efectos colaterales como el desarrollo de poblaciones de plagas
resistentes, eliminacion de enemigos naturales de plagas, acumulacién de residuos téxicos a lo largo de
las cadenas tréficas, induccion de diversas afecciones humanas por el consumo de alimentos con
residuos toxicos, entre otros (Rodriguez y Trumble, 2000; Soto et al., 2000).

A partir de la necesidad de encontrar una alternativa natural para el control de insectos plagas y
reemplazar los insecticidas sintéticos, se retoma el estudio de compuestos vegetales con actividad
biolégica ofreciendo seguridad para el medio ambiente y una eficiente opcién agronémica (Borembaum,
1989).

Muchas plantas son capaces de sintetizar metabolitos secundarios que poseen propiedades biol6gicas
con importancia contra insectos plagas (Pantoja, 2010). La seleccién de plantas que contengan
metabolitos secundarios susceptibles de ser utilizados como insecticidas naturales deben ser de facil
cultivo y con principios activos potentes, con alta estabilidad quimica y de 6ptima produccién (Curtis et al.,
2003); de facil obtencion, renovables y (Aldana et al., 2000).

La composicién quimiotaxonémica de la familia Lauracea, se caracteriza por la presencia de metabolitos
como: acetogeninas (de accidn contra la herbivoria), acidos grasos, aceites esenciales (mono y
sesquiterpenoides), diterpenoides, triterpenoides, saponinas, alcaloides, fenilpropanoides (lignanos y
neoligninas), polifenoles y flavonoides, carbohidratos, fitosteroles, grasas, derivados de &cidos grasos,
carotenoides y derivados de acido abscisico (Hegnauer, 1980; Ramos-Jerz, 2007).

En el mesocarpio de aguacate (Persea americana Mill.) se encuentran unas células especializadas
llamadas idioblastos, que en muchas plantas dicotiledéneas almacenan aceites, grasas, lipidos, terpenos,
flavonoides, lactonas sesquiterpenicas y acetogeninas (Platt y Thomson, 1992). EIl aguacate contiene
ideoblastos en hojas, raices, pedicelos, pédunculos y frutos (Amstrong, 1964).

Estas células oleaginosas estan presentes en los frutos maduros de aguacate y en los muy jovenes
desde dos o tres dias después de la polinizacion en concentraciones que varian de 2 a 15% (Platt-Aloia
y Thomson, 1983).

Los idioblastos de aguacate, se caracterizan por estar rodeados de células poliédricas a redondeadas, de
las cuales sus paredes estan engrosadas y suberizadas, y contienen una gota de aceite. El saco de
aceite llena la célula y su contenido es una mezcla de acidos grasos saturados e insaturados con ligeras
trazas de terpenos (Roth (1977). Los lipidos de las células parenquimaticas son principalmente
triglicéridos (Mazliak, 1971). Mientras que los principales grupos de sustancias lipofilicas de actividad
farmacoldgica y toxicologica conocido en aguacate son: compuestos furénicos, vinilicos, acetilénicos y
derivados trihidroxilados (conocidos como avocatinas o avocafuranos) (Ramos-Jerz, 2007). Otros
compuestos son las acetogeninas y en fracciones polares las protoantocianidinas (Rodriguez-Saona y
Trumble, 2000).
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OBJETIVO

Aislar e identificar compuestos activos en ideoblastos de aguacate y determinar su actividad biolégica
como fuente de insecticidas

MATERIALES Y METODOS
Material biolégico

Frutos de Aguacate seleccion ‘Méndez’ se obtuvieron de la huerta “La Palma”, localizada en Zirahuen,
Michoacan. Se cosecho la fruta en madurez fisiolégica en el ciclo de produccién de 2010. Se
transportaron al Laboratorio de Fisiologia de Frutales del Departamento de Fitotecnia en la Universidad
Auténoma Chapingo, en donde se procesaron para la obtencion de ideoblastos a partir de la pulpa del
fruto.

Extraccion e identificacion compuestas a partir de células idioblasticas de aguacate

La extraccion de los acidos grasos provenientes de células idioblasticas de pulpa de aguacate se hizo
mediante protocolo propuesto por Cruz-Castillo et al. (2007). Para la identificacion de los acidos grasos,
se emple6 una muestra de aceite de 100 pl, se pes6 y agregaron 1400 pl de la mezcla
cloroformo:metanol (2:1), para evitar la solidificacion de los metil-esteres. A 100 pl de la mezcla se
agreg6 1 ml de metanol: &cido clorhidrico 0.2N y se inyecté a un cromatografo de gases HP modelo 6890
con un método isotérmico a 175°C acoplado a un Detector FID a 230°C, e inyector a 200°C. Se empled
una columna Supelco SP-2560 de 100 m x 250 um de diametro interno y con espesor de pelicula de 0.20
gl e inyector Split con muestreador automatico Agilent modelo 7683 (I0OC, 2008).

Evaluacion de la actividad bioldgica

Para las pruebas de toxicidad se prepar6 una dieta artificial para el mantenimiento de larvas de
Spodoptera frugiperda. A 30 ml de ésta se incorporaron 45Qu | de la solucion de extracto crudo a una
concentraciéon de 4 mg/ml (la concentracién se expres6 como mg de extracto crudo/ml de dieta). La
solucién de cada extracto consistié de 480 mg de extracto crudo disueltos en 1.8 ml de disolvente (segun
el tipo de extracto: hexano, metanol y cloroformo). Los testigos consistieron de larvas expuestas a la dieta
con un disolvente (cloroformo, hexano, metanol) y una mezcla de dieta con solucion de Fosdrim® a 1000
ppm (insecticida organofosforado comercial 90%). Una vez preparadas las placas de evaluacion y
reposadas por 24 h, en cada uno de los pozos de la placa se colocaron dos larvas neonatas de S.
frugiperda. Al segundo dia del experimento se quité una de ellas (la mas débil). Las placas fueron
incubadas bajo condiciones controladas (27°C +1 °C, 60% +5% HR y fotoperiodo luz: oscuridad de 16.8
h) durante siete dias. Cada tratamiento se realizd con cuatro repeticiones, cada uno con 24 larvas. Las
placas se revisaron diariamente y se registr6 el nimero de larvas muertas. De este bioensayo se
determinaron aquellos extractos que causaron mas del 50% de mortalidad a concentracién de 4 mg/ml y
con ellos se evalud la ClLsg. La CLgy (Concentracién letal media) y sus limites de confianza se
determinaron con andlisis Probit utilizando POLO-PC (2002).

Los datos de mortalidad de la larva y el efecto en el desarrollo bioldgico causados por los extractos
crudos (ganancia o pérdida de peso), fueron sometidos a un disefio experimental completamente al azar.
El porcentaje de mortalidad fue transformado a [Arcosevfy (M/100)], después fueron analizados
mediante analisis de varianza usando PROC GLM y una comparacion multiple de medias mediante la
prueba de Tukey (SAS Institute, 2008).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Identificacion de acidos grasos

Se metilaron los acidos grasos para formar ésteres (IOOC, 2008). Para lo cual 0.2 ml de NaOH (2N)
metanolico-anhidro se adicionaron a 0.1 g de extracto de aceite de pulpa de aguacate Méndez y se
adicionaron 2 ml de hexano. La cuantificacion se realizd por comparacion de los tiempos de retencién de
las muestras con los datos registrados por estandares calibrados (RESTEK # Cat. 35077), segun el
método cromatografico descrito anteriormente. En el Cuadro 1, se enlistan los acidos grasos presentes
en la pulpa de aguacate Méndez.

Cuadro 1. Concentracidn total de acidos grasos en aceite de pulpa de aguacate* ‘Méndez’.

Concentracion de ac. Concentracion de
Nombre del acido graso ac. graso

(mg/g aceite) (mg/100g pulpa)
Butirico 0.000029485 0.000573188
Hexanoico 0.028121685 0.546685565
Dodecanoico 0.000101279 0.001968864
Pentadecanoico 0.018316834 0.356079256
Palmitico 0.096900503 1.883745769
Palmitoleico 0.02421397 0.470719574
Heptadecanoico 0.002905427 0.056481504
Octadecenoico 0.001054613 0.020501673
Oleico 0.000155327 0.00301956
Linoleico 1.91567E-05 0.000372406
Octadecatrienoic 3.99737E-05 0.000777088
Eicosenoico 0.001022696 0.01988121
Eicosatrienoico 6.99963E-05 0.001360729

*19.44 g aceite de LPF7 = 100 g pulpa seca

Los acidos grasos constituyentes del aceite de Méndez corresponden, en su mayoria, a los insaturados
con un alto porcentaje de monoinsaturados. Olaeta (1990), afirma que el aceite crudo de aguacate
contiene alrededor de un 80 a 85% de acidos grasos insaturados, asi como un importante nivel de
materia insaponificable. El estado de desarrollo del fruto es un factor que influye en el contenido de aceite
junto a otros componentes esenciales (Mazliak, 1971). En la literatura, no existen parametros
establecidos del perfil lipidico para aguacate seleccion Méndez.

Evaluacion de la actividad bioldgica

En el presente estudio los extractos (hexandlico, cloroférmico y metandlico) mostraron efectos larvicida
(Cuadro 2). La mayor mortalidad de larvas se encontrd en el extracto hexanico de Persea americana,
seleccion Méndez. El porcentaje de mortalidad evaluando en larvas de S. frugiperda fue de 57.292 96.9%
después de siete dias de incubacion con los extractos evaluados.



166 Cuadro 2. Porcentajes de Mortalidad promedio (%M) de larvas neonatas de S. frugiperda
167 alimentadas por siete dias con extractos (4 mg/ml) de pulpa de aguacate seleccién Méndez.

Tratamiento %M (tEEl)
Fosdrim 100 (0) a’
Extracto Hexanico 96.875 (1.99) a
Extracto Cloroformico 93.750 (3.99) a
Extracto Metandélico 57.292 (2.62) b
Dieta + Metanol 1.042 (1.04) c
Dieta + Hexano 0(O)d

4
168 Valores con la misma letra dentro de factor en cada columna son iguales de acuerdo con la prueba de
169 Tukey a una P £0.05, 'EE= error estandar.

170

171 Se observaron diferencias significativas (P=0.05) entre tratamientos con un pequefio coeficiente de
172  variacion (14.3%). Ninguno de los controles negativos caus6 mortalidad sobre las larvas. Mientras que el
173 control positivo (Fosdrim) causo el 100% de mortalidad. El extracto metandlico y cloroférmico provocaron
174 una mortalidad (96.8 y 93.7%, respectivamente).

175 En este estudio se determin6 que a dos dias de incubacion, el extracto hexanico de pulpa de aguacate
176  causo su maximo efecto toxico letal el cual se mantuvo hasta los siete dias de incubacién. Mientras que
177 el extracto cloroférmico lo causé a partir del cuarto dia de incubacion. En el resto de tratamientos el
178 efecto letal fue progresivo y a los siete dias se fue de 96.8%.

179 Los extractos evaluados no afectaron el ciclo biolégico de desarrollo de S. frugiperda, por lo que la
180 actividad de estos extractos se concreta a su actividad larvicida. Aunque la actividad del extracto polar
181 metanolico fue bajo en larvas sobrevivientes (Cuadro 3), cuando se evaluaron y compararon diferentes
182 concentraciones del extracto, con la finalidad de comparar su efectividad y bajo porcentaje de mortalidad
183 con respecto al resto de los extractos.

184 Cuadro 3. Peso promedio (P) y porcentaje de peso (%P) de larvas sobrevivientes de S. frugiperda
185 a diferentes dias de tratadas con extracto metanodlico de pulpa de aguacate seleccion Méndez.

Dias

Tres Seis Nueve
Tratamiento N P(mqg) (%EP) N P(mqg) (%EP) N P(mqg) (%EP)
Testigo (Dieta con 96  4.87 (Ma 96 121.71 (Ma 96  453.17 (+¥)a
Metanol)
Extracto metanélico (2 96  3.36 (-31.01)b 96 73.72 (-39.43)b 96  287.99 (+39.4)b
mg/ml)
Extracto metandlico (6 90  1.98 (-59.34)c 76 43.27 (-64.45)c 76  171.69 (+ 64.5)c
mg/ml)
Extracto metandlico (10 30 1.91(-60.78)c 22 22.19 (-81.77)d 22 139.95 (+81.8)d
mg/ml)
cv! 15.12 4.73 3.88
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Valores con la misma letra dentro de factor en cada columna son iguales de acuerdo con la prueba de
Tukey a una P < 0.05. CV": coeficiente de variacién. N= nimero de larvas evaluadas.

Se determinaron diferencias significativas entre tratamientos, se observd que el peso de la larva
alimentada con el extracto metandlico disminuyé el peso de la larva (31.01 a 81.2%) y afecto el periodo
larval, al aumentar 10 dias el periodo de pupa en comparacion con las larvas testigo. Esta actividad
representa porcentajes de reduccion de peso significativo a tres dias de incubacion (31 a 60%), lo que
indica que el extracto metandlico tiene efecto en la alimentacion de las larvas de S. frugiperda (Colom et
al., 2007).

Hasta el momento solo se ha determinado para el extracto metandlico tres concentraciones entre 2y 16
mg/ml y los datos de mortalidad se han ajustado a un modelo probit (X2:8.75), el valor CLsy para este
extracto fue de 13.55 mg/ml (9.78 a 30.76 mg/ml, a=0.005).

Rahuman et al. (2008) demostraron que el extracto de éter de petrdleo de Indicum abutilén mostré alta
actividad larvicida contra el mosquito Aedes aegypti, Anopheles stephensi y Culex quinquefasciatus
debido a la presencia de [B-sitosterol en la composicién del extracto. Oberlies et al. (1998) aislaron los
compuestos: 1,2,4-trihidroxi-nonadecane, 1,2,4-trihidroxi- heptadec-ene-16-, y 1,2,4-trihidroxi heptadec-
16-ino, en los frutos de aguacate sin madurar, que mostraron los siguientes valores de toxicidad (CLsg):
2.8,1.3y 6.4 x 10 1 mg-ml™, respectivamente, con Artemia salina. Contra larvas de Aedes aegypti, los
valores de CLs, fueron de 1,8, 2,1 x 10-1y 7,5 x 10-2 mg-ml'l, respectivamente. B-sitosterol se detectaron
en el extracto hexanico de las semillas de Persea americana y puede ser responsable de su actividad
larvicida. Algunos &cidos grasos también presentan actividad antimicrobiana y esta accion esta
relacionada con la presencia y posicion de un enlace doble o triple, asi como la longitud de la cadena de
acidos grasos (> Cy4) (Kabara et al., 1997). En el presente estudio, los extractos de metanol mostraron
presencia de compuestos fendlicos como los flavonoides y antocianinas, para los cuales se han
reportado actividad antimicrobiana, asi como alcaloides con varias aplicaciones (antivirus, anti malaricos
y antiamebianos) (Henriques, 2004).

CONCLUSIONES

Los extractos de acidos grasos a partir de ideoblastos de aguacate tienen accién bilégica sobre S.
frugiperda.

Se observaron efectos en el desarrollo de las larvas después de que se expusieron a siete dias de
incubacion; sin embargo, la seleccién de los mejores extractos crudos se hizo en funcién de la toxicidad
letal que causaron.

Los extractos crudos de ideoblastos de pulpa de aguacate Méndez (hexanico y cloroférmico), registraron
el mayor porcentaje de mortalidad en larvas neonatas de S. frugiperda (96.87% vy 93.7%,
respectivamente).

Los acidos grasos presentes en las fracciones activas de los extractos, causan toxicidad letal, efecto en
el peso y no el ciclo bioldgico de las larvas tratadas.

Existe una variacion en la actividad de los compuestos bioactivos presentes en los ideoblastos de
aguacate, por lo que estos presentan potencial como insecticidas naturales.
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