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Resumen

Chenopodium quinoa es un fitorecurso andino con gran variedad genética y que posee alto valor
agronomico-nutritivo, aunque el contenido de saponina otorga un sabor amargo que limita su
comercializacion; sin embargo, la saponina puede ser aprovechada en otros usos. El presente trabajo
evalua el aprovechamiento del agua de lavado de quinua como fuente de saponina y su empleo como
insecticida. La cuantificacion de saponina se realiz6 empleando el método afrosimétrico. La saponina
extraida no hidrolizada se identific6 mediante cromatografia de capa fina. Para evaluar la natalidad de
individuos de D. melanogaster, se les expuso a distintas concentraciones de saponina: 0,1%, 0,4%,
0,7% y 0,9%; asi como controles positivo (bérax) y negativo. La electroforesis de proteinas a partir de
glandulas salivales e intestino de larvas en tercer estadio de D. melanogaster evidencia notorias
diferencias en la expresion de proteinas entre el (T) 0,4% y el resto de tratamientos. En conclusion, la
saponina puede ser considerada como un agente que dificulta la supervivencia larval de D.
melanogaster debido a que la respuesta frente a éste variarad conforme la concentracion utilizada. Es
recomendable utilizar concentraciones superiores a 0,9% para que la mortalidad sea mayor a 40% de
individuos.
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Abstract

Chenopodium quinoa is an Andean phytoresource with great genetic variety and that has high
agronomic-nutritive value, although the content of saponin gives a bitter taste that limits its
commercialization; however, saponin can be used in other uses. The present study reports the water
used to wash quinoa as a source of saponin and its use as an insecticide. The quantification of saponin
was performed using the afrosimetric method. The non-hydrolyzed extracted saponin was identified by
thin layer chromatography. To evaluate the birth rate of D. melanogaster individuals, they were
exposed to different concentrations of saponin: 0.1%, 0.4%, 0.7% and 0.9%; as well as positive (borax)
and negative controls. The electrophoresis of proteins from the salivary glands and intestine of larvae
in the third stage of D. melanogaster shows evident differences in protein expression between (T) 0.4%
and the rest of the treatments. In conclusion, saponin can be considered as an agent that hinders the
larval survival of D. melanogaster because the response to it will vary according to the concentration
used. It is advisable to use concentrations higher than 0.9% so that mortality is greater than 40% of
individuals.
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1. Introduccién

Chenopodium quinoa (quinua) es un cultivo
andino que fue domesticado y sembrado
durante miles de afios en zonas que van
desde el nivel del mar (0 a 500 m.s.n.m.)
hasta el Altiplano (3500 a 4000 m.s.n.m.);
dando lugar al surgimiento de diversos
ecotipos de quinuas, de los cuales deben
ser elegidas las variedades a sembrar,
para lograr una buena productividad y cali-
dad de granos (FAO, 2016). Presenta una
gran variabilidad genética y gran calidad
nutritiva siendo muy valorada para la segu-
ridad alimentaria, por lo que el interés en
su produccion y exportacion ha aumentado
en los ultimos aios (Ku, 2017). Sin embar-
go, todos los cultivos de quinua contienen
sustancias glucosidicas que interfieren la
utilizaciéon biolégica de los nutrientes, de-
nominadas saponinas y se encuentran en el
tegumento que rodea el epispermo, debido
a ello los granos que no han sido lavados
son amargos (Cortes, 2007). Este sabor
amargo limita el consumo y comercializa-
cion de la quinua.

Las saponinas son consideradas como un
factor antinutricional de las semillas de
quinua, que estan presentes fundamen-
talmente en la cascara y son las res-
ponsables del sabor amargo; su presencia
permite distinguir las variedades de quinua
como dulces (< 0,11%) o amargas (> 0,11%)
(Goémez-Caravaca et al., 2014). Tapia et al.
(1979) mencionan que el contenido de es-
tos metabolitos varia segin los ecotipos.
Las saponinas son metabolitos secundarios
que constituyen una gran familia de com-
puestos estructuralmente constituidos por
un anillo terpenoide o esteroidal, conocidos
como aglicona o sapogenina, sustituidos
por oligosacaridos a través de enlaces
glucosidicos que les confieren un caracter
anfifilico (Heng, 2006). Bojanic (2011) afir-
ma que el nivel maximo aceptable de sapo-
nina en la quinua para consumo humano
oscila entre 0,06 y 0,12 por ciento. Sin em-
bargo, estos metabolitos tienen propieda-
des que pueden ser aprovechadas, ya que
pueden ejercer una amplia actividad biolo-
gica y farmacolégica, destacandose su
efecto piscida, insecticida, anti-protozoos,
antiinflamatorio, leishmanicida, antitricho-
monas, antiagregante plaquetario, bronco-
litico, hipo-colesterolémico, asi como su
actividad citotoxica frente a varias neo-
plasias (Mena-Valdés et al, 2015); por lo
que estan adquiriendo en los ultimos afos
mucha importancia en la industria farma-
céutica y cosmética (Guzman et al., 2015).
Es por ello, debido al creciente interés por
sus propiedades farmacologicas y al auge
que esta teniendo el consumo de alimentos
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ancestrales, que la quinua se esta posicio-
nando como una fuente de saponinas que
auan falta explorar con mayor profundidad
(Ahumada et al., 2016).

Ruiz et al. (2017) refieren que las semillas
de quinua pueden representar una fuente
sostenible para obtener saponinas en
grandes cantidades debido al aumento de
la produccion y expansion mundial del
cultivo. El programa EuroEcoTrade seiala
que es importante identificar los nichos de
mercado y evaluar el uso potencial y
comercializacion de la saponina de la
quinua como medida a favor de la
conservacion del ambiente y el apro-
vechamiento sostenible de la biodiversidad
(EUROECOTRADE, 2016). También hay que
considerar que existen diferentes varieda-
des de quinua, las que presentan diferentes
niveles de saponina (Ahumada et al., 2016),
por lo que es importante relacionar la can-
tidad de saponina con la region de proce-
dencia.

Una medida amigable con el ambiente para
controlar plagas de insectos, es el uso de
extractos de plantas (Santos et a/, 2009).
Asi, existen reportes sobre la accion de
extractos de quinua sobre algunas plagas.
Zegarra (2011) evalud la actividad acarici-
da de variedades de quinuas amargas,
reportando que la variedad Markjo pre-
sento una bioactividad cercana al acaricida
comercial. Alegre et al. (2017) analizaron la
toxicidad de extractos acuosos, etanolicos
y hexanicos de muina, guanabana, tarwi y
quinua sobre T. urticae (“araiita roja”) y C.
externa (“leébn de afidos”), reportando que
los extractos de muia y quinua serian re-
comendables para un control integrado de
T. urticae. En este marco, el agua de lavado
puede ser aprovechada como una fuente
importante de saponinas y/o de otros me-
tabolitos que tengan posible accion insec-
ticida, constituyéndose como una alternati-
va de bajo costo y que no genera proble-
mas al ambiente. Existen unos pocos pri-
meros estudios al respecto. Nufiez (2017),
reporta que el agua del primer lavado de
quinua se constituye en una alternativa
eficaz para controlar nematodos en papa.
Garofalo (2018), reporta que se requiere
una concentracion del 50% de saponina
presente en el lavado de la quinua para
controlar la oruga del maiz.

Drosophila melanogaster es utilizada como
modelo biolégico para comprobar el
posible efecto insecticida de sustancias
naturales que provienen de diversas
plantas, y comprobar la eficacia de los
mismos durante su ciclo de vida (Pujol-
Lereis et al., 2011; Carmona-Hernandez et
al., 2014).
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Debido al uso intensivo, se ha desarrollado
resistencia a diversos grupos de insectici-
das organofosforados, carbamatos y pire-
troides (WHO, 2012; Sternberg et al., 2018).
Por ello, la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) y la Organizacion de las
Naciones Unidas para la Agricultura y
Alimentacion (FAO) recomiendan la inclu-
sion de insecticidas de cuarta generacion,
es decir, reguladores de crecimiento
(analogos de hormona juvenil) (Dhadialla et
al., 1998) para el control de insectos plaga
y vectores. Las hormonas juveniles poseen
una estructura terpenoide (Subramanian et
al., 2016) similar a las saponinas de quinua,
por lo tanto, se han indicado a estos
compuestos como potenciales insecticidas
reguladores de crecimiento (Chaieb, 2010).
Aun asi, la informacion cientifica que com-
pruebe el efecto insecticida del agua de
lavado de la quinua es escasa, a pesar que
en nuestro pais hay variedades de quinua
que pueden diferir en concentracion de
saponinas, lo cual deberia ser identificado
y aprovechado. De esta manera, nuestro
trabajo se enfoca en el aprovechamiento
del agua de lavado de quinua, como fuente
de saponina y su posterior empleo como
insecticida natural, representando una
alternativa econémica, ecolégica y de efec-
tos a corto plazo para el control de insec-
tos, utilizando como modelo Drosophila
melanogaster. Ademas, se analiza la expre-
sibn de proteinas en larvas de D.
melangaster como posible efecto de la sa-
ponina de la quinua en su desarrollo larval.

2. Materiales y métodos

Material Biologico

El material vegetal consistié de semillas de
quinua: una muestra proveniente del Pro-
grama de Cereales de la Universidad Na-
cional Agraria La Molina (UNALM) de Lima,
y otra muestra procedente de la provincia
de Recuay, Ancash (3,394 msnm).

Los ejemplares de D. melanogaster pro-
vienen del cepario del Laboratorio de
Citogenética (Facultad de Ciencias Biol6-
gicas, de la Universidad Nacional Mayor de
San Marcos, UNMSM), y corresponden a la
cepa silvestre de la linea Oregon. Se
mantuvieron en condiciones de laboratorio
(a temperatura aproximada de 25 °C) en
frascos de vidrio estériles de 250 ml de
capacidad, tapados con algodén hidréfobo
envuelto con gasa para permitir el
intercambio gaseoso; estos frascos
contenian medio de cultivo tradicional en
base a agar-agar, azlcar y levadura, hasta
el momento de transferirlos a medios con
saponina. Se colocé un total de 5
parentales: 3 machos y 2 hembras.

Extraccion y cuantificacion de saponina

Se emplearon las dos variedades dife-
rentes de quinua: Blanca de Hualhuas
(Programa de Cereales - UNALM), y la
variedad proveniente de la provincia de
Recuay, Ancash. En ellas se evalué el
contenido de saponina, empleando el
método afrosimétrico. Este método esta
basado en la propiedad de las saponinas de
disminuir la tensiéon superficial del agua,
formandose una espuma estable, cuya
altura esta relacionada con el contenido de
saponinas en los granos (Subieta et al,
2011). Los glucésidos vegetales son
compuestos que se producen en el
metabolismo secundario de la planta, se
caracterizan por ser solubles en agua y
disminuir la tensiéon superficial. Por esta
razén, se eligi6 el método afrosimétrico
para la medicion de espuma de quinua, la
cual al agitarse en agua forma abundante
espuma relativamente estable. Ademas,
Guzman et al. (2013) mencionan que este
método es el que mas se utiliza para la
determinaciobn de concentracion de
saponinas de quinua, dando oOptimos
resultados.

Se procedio a lavar las semillas de quinua,
para obtener el agua de lavado de quinua y
posteriormente filtrarla. El protocolo de
extraccion se realiz6 acorde con lo
reportado por Bonifaz (2010). El siguiente
paso fue concentrar la saponina, para ello
se tomaron 1000 ml de agua de lavado de
quinua y se concentr6 hasta un volumen de
250 ml por evaporacion. Luego se elimi-
naron los contaminantes organicos agre-
gando hexano, para finalmente obtener la
saponina por precipitacion agregando
metanol.

Identificacion de saponina

Luego de extraer la saponina se procedi6 a
realizar el analisis de separacion mediante
cromatografia de capa fina. Como fase
estacionaria se empleé silica gel, como
eluyente acetato de etilo y como revelador,
vainilina. El contraste se realiz6 con una
solucion patron de saponina pura ©Merck.

Tratamiento con saponina a Drosophila
melanogaster

Se realizaron 4 tratamientos de 5 repeticio-
nes cada uno en base a distintas concen-
traciones de saponina en metanol las
cuales fueron agregadas al medio
tradicional durante su preparacion;
ademas de 2 controles: positivo y negativo.
Las concentraciones empleadas como
tratamientos fueron 0,1%, 0,4%, 0,7% y
0,9%. Como control positivo se empled
bérax y como control negativo, se emple6
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el medio tradicional agregando metanol
(0,9% viv) en su preparacion. En cada uno
de los frascos se colocé parentales: 3
machos y 2 hembras.

Electroforesis de proteinas a partir de
larvas de D. melanogaster

Se tomaron como muestras tejido de
intestino y glandulas salivales obtenidas a
partir de larvas de D. melanogaster en
tercer estadio. Se disectaron 10 larvas por
tratamiento previamente lavadas con
hipoclorito de sodio (lejia) al 5%, de cada
larva se extrajo ambas muestras de tejido,
para ser transferidas inmediatamente a
eppendorfs conteniendo solucion salina
amortiguadora con fosfatos (PBS), pH 7,4 a
4 °C.

Se determinéd el patrén de migracion elec-
troforética de las proteinas de ambos
tejidos usando un sistema continuo
desnaturalizante (SDS PAGE) empleando
un gel concentrador al 4% (pH 6,8) y un gel
de corrida al 15% (pH 8,8) en una camara
de electroforesis modelo PROTEAN Il (BIO
RAD).

La extraccion de proteinas se realiz6
empleando el buffer SDS 2X (100mM Tris-

HClI pH 6,8, 4% SDS, 0,2% azul de
bromofenol, 20% glicerol, 200 mM (-
mercaptoethanol). Cada muestra fue

colocada en agua a ebullicion por un
espacio de cinco minutos antes de cargar
en la camara de electroforesis. En cada
pozo del gel se colocaron 20 uL de la
muestra tratada. Posteriormente se aplico
una corriente eléctrica de 10 mA para el gel
espaciador y de 30 mA para el gel
separador, dada por una fuente de poder
B10 RAD modelo 1000/500 durante 1 hora.
Finalizada la corrida electroforética, se
coloco el gel en una solucién preservadora
de glicerol al 5% durante 1 hora. Luego se
tiné con azul de Coomasie 0,2% durante 40
minutos y se decoloré con una solucion de
metanol 30%, acido acético 10% y agua
destilada 60% por un periodo de 30 minutos
hasta que las bandas fueron visibles. Los
geles fueron fotografiados y conservados
en la solucion preservadora.

3. Resultados y discusién

Extraccion y cuantificacion de saponina
Los valores de longitud de espuma se
muestran en la Tabla 1 tanto para la varie-
dad Hualhuas como para la variedad de
Recuay, evidenciandose una mayor can-
tidad de saponina en esta ultima.

El resultado reporta una mayor cantidad de
saponina para la variedad proveniente de
Recuay con respecto a la de Hualhuas, lo
que estaria en relacion a lo mencionado por

Ahumada et al. (2016) quienes refieren que
el contenido de saponinas esta en funcién
tanto de la variedad como de su origen;
Gonzales y Prado (2013), que mencionan
que las saponinas se encuentran en dife-
rentes concentraciones segln la variedad;
De Santis et al. (2016) refieren que las con-
diciones climaticas inciden en el contenido
de saponina, asi como Garcia-Parra et al.
(2018) que refieren que las caracteristicas
edafoclimaticas de cada lugar y las carac-
teristicas genéticas de cada variedad son
determinantes en el contenido de saponi-
nas. Debido a que en nuestro estudio se
obtuvo mayor contenido de saponinas en la
variedad Recuay, la extraccion de saponina
en adelante se realiza a partir de esta va-
riedad.

Tabla1
Longitud de la espuma obtenida en las variedades
Hualhuas y Recuay

Var. Hualhuas Var. Recuay

1er shake 0,5cm 6,9cm
2do shake 0,7cm 8,8cm
3er shake 0,5cm 7,5cm

De acuerdo al método de extraccion de
saponina no hidrolizada, las dos fases
formadas por la diferencia de polaridades
entre etanol - hexano, nos permite
asegurar que los metabolitos con los que
estamos trabajando corresponden a
moléculas de saponina, debido a que segun
reportes de otros autores (Bagnarello,
2009; Bonifaz, 2010; Marin-Canchala et al.,
2013) los triterpenos y esteroides se
encuentran en la fraccion de hexano; y los
compuestos polifenélicos (flavonoides y
taninos), y saponinas en la fraccion de
metanol.

Identificacion de saponina

El ensayo de cromatografia permitié corro-
borar la presencia de saponina en la solu-
cion extraida del agua de quinua. El con-
traste se realiz6 con una solucion patron de
saponina pura ©Merck. La saponina extrai-
da se encuentra a una concentracion me-
nor del 100%. Los valores de Rf obtenido
fueron: 0,05 para la saponina sintética y
0,06 para la saponina natural.

Los datos generados a partir de la método-
logia aplicada para la extraccion, revelan
que el porcentaje de saponina presente en
la quinua de Recuay fue 0,28%, el cual esta
dentro del rango de saponina reportado
para quinua amarga, segun Ahumada et al.
(2016).

Tratamiento con saponina a Drosophila
melanogaster

Los datos de natalidad en D. melanogaster
(Figura 1) muestran una distribucion disimil
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con los parametros esperados, debido a un
incremento del nimero de individuos naci-
dos vivos a la concentracion 0,4% de sapo-
nina. Para los tratamientos con 0,1, 0,7 y
0,9% de saponina en el medio de cultivo
tradicional se comprueba el efecto insecti-
cida de la saponina sobre D. melanogaster,
cumpliendo el efecto esperado. Sin embar-
go, la dosis de 0,4% no tuvo el mismo efec-
to. Los resultados obtenidos para esta con-
centracion son similares a los obtenidos en
el control negativo.

35

|
o |- -
10 — |
NN
|
1]
0.1% 0.4% 0.7% 0.9%

Control {-)

w
o

Niimero de nacidos vives
(.53
o

Concentracién de saponina (%)

Figura 1. Cantidad de individuos nacidos vivos de
Drossophila melanogaster vs la concentracion de
saponina utilizada.

Lemus-Soriano et al. (2017) mencionan que
la menor cantidad de larvas eclosionadas
puede deberse a que los metabolitos, y
considerando también su concentracion,
influyen impidiendo la oviposicion. Zapata
et al. (2016) mencionan que muchos com-
puestos quimicos producidos por las plan-
tas actuan interrumpiendo o alterando el
ciclo biologico de los insectos, y que aque-
llos de naturaleza triterpenoide potencian
la accion antialimentaria e inhiben la muda
de los insectos. Asimismo, refieren que
muchos de estos metabolitos tienen efecto
subletal, es decir no causan la muerte del
insecto directamente, pero si inciden en su
crecimiento, desarrollo y reproduccion.
Las saponinas de quinua son un grupo de
mas 30 compuestos triterpénicos (Ahuma-
da et al., 2016) de estructura similar a la
hormona juvenil, por ello podrian ejercer un
efecto larvicida al igual que los insecticidas
analogos de la hormona juvenil como
piriproxifeno o metopreno utilizados actual-
mente para el control de insectos en
agronomia y salud publica. Godoy-Herrera
(1994) menciona que las larvas de
Drosophila pueden adaptarse a determi-
nado ambiente del medio de cultivo, segun
el periodo larval por el que atraviesa o las
caracteristicas nutritivas del medio.

En nuestro caso, se emplearon concentra-
ciones de saponina, una mayor que otra,
esperando que el efecto insecticida se

manifieste de igual manera, es decir a
mayor concentracion, menor tasa de
nacidos vivos de la F1 que lleguen a la
etapa adulta; lo cual no corresponde con lo
reportado para la concentracion de 0,4%.
Ello podria deberse a que dicha con-
centracion tendria un efecto subletal, por lo
que no hay mortalidad larval, y que, las
larvas de Drosophila han respondido
favorablemente a dicha concentracion,
aunque ello no asegure que no presente
alguna alteracion funcional en su etapa
adulta. También podria deberse a que
dicha concentracion presente la cantidad
adecuada para activar rutas alternas (de
emergencia) en los programas de desa-
rrollo y crecimiento larval, debido a que en
Drosophila hay respuesta organismica de
tamano y desarrollo a los niveles nutricio-
nales del medio, ya que estos influyen en
las conexiones entre los programas de
desarrollo y los reguladores de crecimiento
(Montes, 2016).

En el caso de la concentracion de 0,1% no
se habrian activado dichas rutas alternas,
por lo que se habria desencadenado la
mortalidad larval. En las concentraciones
de 0,7% y 0,9% los efectos también son
notoriamente larvicidas. La concentracion
0,9% de saponina en el medio representa la
dosis de letalidad al 40%.

Electroforesis de proteinas a partir de
larvas de D. melanogaster

El analisis electroforético preliminar de la
expresion de proteinas mostraria diferen-
cias entre el material proveniente de intes-
tino y de glandulas salivales (Figura 2).
También se observo expresion diferencial
de proteinas entre los tratamientos, atri-
buible a la activaciéon de singulares meca-
nismos de respuesta ante la exposicion a
saponina.

(1 (2

Carriles

(3) (4) (5) (6) (7) (8)

(1) 0,1% Tej. intestinal (2) 0,1% Glandula salival

(3) 0,4% Tej. intestinal (4) 0,4% Glandula salival

(5) 0,7% Tej. intestinal (6) 0,7% Glandula salival

(7) Control (-) Tej.intestinal (8) Control(-) Glandula salival
Figura 2. Electroforesis en gel de poliacrilamida de
muestras de tejido intestinal y glandula salival de
Drosophila melanogaster.

Como una posible explicacion ante la
respuesta del organismo, en este caso
larvas de 3er estadio de D. melanogaster,
la electroforesis de proteinas de glandulas

-4.3-



Bonilla et al. / Scientia Agropecuaria 10(1): 39 - 45 (2019)

salivales e intestino nos revelan en base al
patron de bandas, que aparentemente cada
concentracion de saponina activa una via
de resistencia diferente hacia esta; dado
que hemos encontrado bandas Unicas para
cada concentraciéon, que difieren de los
controles negativos, lo que indicaria una
expresion diferencial de proteinas en cada
uno de los tratamientos basandonos
principalmente en los carriles que
contienen muestra de intestino donde se
observan mayor numero de bandas y mas
nitidas.

En los controles negativos (carriles 7 y 8)
hay muy ligeras diferencias en ambos teji-
dos, que podrian deberse a una expresion
diferencial propia del tejido. Se recomienda
que, en un futuro analisis, estos resultados
preliminares incluyan otros tejidos que
corroboren la expresion diferencial de
proteinas.

4. Conclusiones

En el presente trabajo se reporta una
diferencia en la cantidad de saponina entre
las dos variedades analizadas, lo que
apoya la correlacion entre presencia de
saponina segun el lugar de procedencia de
la semilla de quinua. Asimismo, se
evidencia la relacion entre el sabor amargo
del grano de quinua de la variedad de
Recuay con el alto contenido de saponina,
segun el método afrosimétrico.

Se concluye que el grupo de saponinas
proveniente de la muestra de quinua de la
provincia de Recuay, puede ser consi-
derada como un agente que dificulta la
supervivencia de las larvas de D.
melanogaster, siendo recomendable utili-
zar en concentraciones superiores a 0,9%
para que la efectividad de mortalidad sea
superior al 40% de individuos por nacer.
Ello puede ser considerado para utilizar
dicha concentracion de saponina como
agente larvicida frente a otros insectos que
puedan ser considerados plaga.
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