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RESUMEN

Spodoptera frugiperda J.E. Smith (Lepidoptera:Noctuidae) es un insecto plaga polifago
originario de América. Debido a su capacidad de adaptacion y migracion, actualmente se
encuentra en Africa, Asia y Oceania, donde amenaza los cultivos agricolas. La capacidad de S.
frugiperda de desarrollar resistencia a los insecticidas es una de las razones de la continua
busqueda de medidas de control mas eficaces, de bajo costo y respetuosas con el medio ambiente.
En el presente trabajo se estudio la actividad insecticida de los extractos etandlicos y hexanicos
obtenidos de las hojas frescas y deshidratadas de Piper auritum Kunth (Piperales:Piperaceae),
Piper umbellatum L. (Piperales:Piperaceae) y Cedrela odorata L. (Sapindales:Meliaceae) contra
las larvas de primer estadio de S. frugiperda. Los extractos etanolicos de las hojas deshidratadas
de C. odorata y P. auritum presentaron una actividad insecticida tan elevada (100% de
mortalidad a una concentracion de 92 mg/cm?) como la obtenida con el control positivo, Melia
azedarach L. (Sapindales:Meliaceae). El analisis GC-MS de los extractos reveld la presencia de
fitoquimicos clasificados en los grupos de monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos,
fenilpropanoides, alcoholes y &cidos grasos, principalmente. De manera particular, el tamizaje
fitoquimico del extracto etanolico de P. auritum mostr6 la presencia de alcaloides, alcoholes,
aminoéacidos, ion fosfato, fenoles, taninos, hidrocarburos aromaticos y terpenos. Asi mismo, la
exposicion de larvas de S. frugiperda a bajas concentraciones de extracto etanolico de P. auritum
permitié observar deformidades en el desarrollo de este insecto y una LCso= 22.1 pg/cm?. Por
otro lado, el safrol aislado de esta planta presenté una mortalidad de 90% a una concentracion
del 92 mg/cm? y una LCso= 33.1 pg/cm?. P. auritum crece y se propaga rapidamente, ademas,
presenta baja toxicidad en mamiferos e insectos no objetivo, por eso puede considerarse una

alternativa contra el control de S. frugiperda



ABSTRACT

Spodoptera frugiperda J.E. Smith (Lepidoptera:Noctuidae) is a polyphagous pest insect native
to the Americas. Due to its ability to adapt and migrate, it is now found in Africa, Asia, and
Oceania, where it threatens crops. The ability of S. frugiperda to develop resistance to
insecticides is one of the reasons for the continuous search for more effective, low-cost, and
environmentally friendly control measures. In the present work, the insecticidal activity of
ethanolic and hexanolic extracts obtained from fresh and dried leaves of Piper auritum Kunth
(Piperales:Piperaceae), Piper umbellatum L. (Piperales:Piperaceae) and Cedrela odorata L.
(Sapindales:Meliaceae) against first instar larvae of S. frugiperda was studied. Ethanolic extracts
of the dried leaves of C. odorata and P. auritum exhibited s high an insecticidal activity (100%
mortality at a concentration of 92 mg/cm?) as that obtained with the positive control, Melia
azedarach L. (Sapindales:Meliaceae). The GC-MS analysis of the extracts revealed the presence
of phytochemicals classified in the groups of monoterpenes, sesquiterpenes, diterpenes,
phenylpropanoids, alcohols and fatty acids, mainly and particularly, the phytochemical screening
of the ethanolic extract of P. auritum showed the presence of alkaloids, alcohols, amino acids,
phosphate ion, phenols, tannins, aromatic hydrocarbons, and terpenes. Likewise, the exposure of
S. frugiperda larvae to low concentrations of ethanolic extract of P. auritum allowed observing
deformities in the development of this insect and an LCso= 22.1 pg/cm?. On the other hand, the
safrole isolated from this plant presented a mortality of 90% at a concentration of 92 mg/cm? and
an LCso= 33.1 pg/cm?. P. auritum grows and spreads rapidly and has low toxicity to mammals

and non-target insects, so it can be considered an alternative for the control of S. frugiperda.



1. INTRODUCCION

1.1. Spodoptera frugiperda (S. frugiperda).

Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) es un insecto lepidoptero de la familia Noctuidae, que
durante su fase larvaria ataca a 353 plantas hospederas (Day et al. 2017; Niassy et al. 2021). Se
conocen dos biotipos de S. frugiperda, una llamada del "arroz" y la otra del "maiz" con base en
la diversidad genética del gen mitocondrial COl, debido a que los organismos pertenecientes al
biotipo maiz tienen una alta preferencia por los cultivos de maiz, sorgo y algodon y el biotipo del

arroz prefiere el arroz y la hierba (Paredes-Sanchez et al. 2021).

1.1.1. Ciclo de vida

S. frugiperda es un insecto que durante su ciclo de vida pasa por 4 etapas; larva, pupa, adulto y
huevo (Figura 1). Luego de emerger, las larvas permanecen agrupadas en la parte baja de las
plantas, refugiadas entre las hojas. El primer alimento de éstas es el corion de los huevos. Durante
los primeros estadios, las larvas comen durante el dia mientras que en los Gltimos estadios son
mas activas de noche. ElI nimero de estadios de la etapa larval depende de la temperatura
ambiente y la dieta alimentaria, éstos pueden ser entre 6 u 8. El control bioldgico de las larvas
durante los tres primeros estadios es mas recomendable debido a la mayor sensibilidad de éstas
a bajas concentraciones del insecticida. En los penualtimos instares se observa una mayor
afectacion en los cultivos (Garcia-Lara y Bergvinson 2007). Para completar su desarrollo, las
larvas consumen un promedio total de 179.7 cm? de superficie foliar de hojas y dejan de
alimentarse justo antes de alcanzar el ultimo instar larval. Las larvas son usualmente percibidas
hasta que alcanzan una longitud de 2.0 a 2.5 cm o cuando es notorio el dafio que han causado a

las hojas de las plantas. Para pupar, en su ultimo instar, las larvas se entierran en el suelo, entre
1



3y 5 cm de profundidad, donde forman una camara pupal, y en la cual permanecen entre 7y 13
dias aproximadamente, antes de emerge como adultos (Casmuz et al. 2010). En promedio el

adulto ovipone de 100 a 150 huevos por dia.

Adulto: 6-12 dias
Longitud: 1.5a2.5 cm.
Color: gris, con vellosidades

Pu_pa: 7-13 dias Huevo: 2-3 dias
Longitud: 1.5a2 cm. Ciclo: 30-60 dias Longitud: esféricos, con
Color: rojo a café 0.5 mm de diametro.

Textura suave. / Color: blanco-amarillo

Larva: 14-25 dias
Longitud: 2 a 3cm.
Color: beige, café claro y

Figura 1. Ciclo de vida de S. frugiperda.
(All 1988; Murta et al. 2008)

1.1.2. Distribucion

S. frugiperda es nativa de las regiones tropicales y subtropicales de Ameérica, sin embargo, en los
ultimos afos se observo una invasion debido a su capacidad de dispersidn, adaptacion y al cambio
climatico, llegandose a considerar un problema de plaga mundial (Sun et al. 2021). En 2016
aparecié por primera vez en Africa, en 2018 en Asia y en 2020 invadié Oceania (Wan et al.
2021). En la Figura 2, se presenta la distribucion de S. frugiperda a nivel mundial
(https://www.fao.org/fall-armyworm/monitoring-tools/en/).

La propagacion incontrolada de S. frugiperda ha reducido el rendimiento de los cultivos de maiz
hasta en un 60% y en zonas tropicales hasta en un 100% (Rioba y Stevenson 2020; Sarkowi y

Mokhtar 2021).



Figura 2. Distribucion geogréfica de S. frugiperda.
(Fuente: mapa mundial de las Naciones Unidas, enero de 2022)
1.2 Insecticidas para combatir a S. frugiperda
Para combatir a S. frugiperda, se han implementado practicas de control quimico, bioldgico,

boténico y estrategias de practicas culturales.

1.2.1 Control quimico

Se refiere al uso de insecticidas quimicos, que son compuestos 0 moléculas quimicas que se usan
para matar insectos (Belay et al. 2012). Los insecticidas quimicos son ampliamente usados por
su facil aplicacion y sus resultados satisfactorios no obstante, los problemas que pueden causar
al ser humano y al medio ambiente. Ademas, debido al uso indiscriminado y a la baja degradacion
este tipo de productos ha favorecido al desarrollo de resistencia en S. frugiperda (Paredes-
Sanchez et al. 2021).

La organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO 2016)
reportd que en México se usaron en promedio 4.55 Ton de plaguicidas (fungicidas, herbicidas e
insecticidas) por cada 1000 hectareas entre el afio 2009 y 2010 y sélo en 2013 se emplearon

37,455 Ton de insecticidas, 31,195 Ton de herbicidas y 42,223 Ton de fungicidas.



Los compuestos mas usados para el control de S. frugiperda son: clorpirifos, lindano,
lambdacialotrina, carbaryl y benzoato de emamectina (Difabachew et al. 2012; Paredes-Sanches

etal. 2021)

1.2.2 Control biologicos

Se refiere al uso de organismos, o de metabolitos producidos por éstos con la capacidad para
combatir insectos plaga. (Fontes y Laumann 2019). Uno de éstos organismos, y el mas estudiado,
es Bacillus thuringiensis (B.t.). B.t. es un bacilo gram positivo, que produce uno o mas cristales
proteicos que son tdxicos para larvas de insectos. Sin embargo, en los ultimos afios, se han
detectado poblaciones de S. frugiperda resistentes a las proteinas Cryl, debido a su insercion en
plantas (Machado et al. 2020). Para reducir la velociedad desarrollo de resistencias en el insecto
plaga, se ha sugerido utilizar mas de una protoxina Cry en la misma planta (Soares et al. 2019).
Otras bacterias con capacidad para el control bidlogicos son: Saccharopolyspora spinosa,
Rhizobacteria y Xenorhabdus (Elbrense et al. 2021; Palermo et al. 2021). Por otro lado, el hongo
maés conocido por su poder entomopatdgeno es el ascomiceto Beauveria bassiana. Este hongo es
un parasito que se adhiere a la cuticula del insecto, produce conidios que germinan y crea hifas
en el interior del insecto causando la muerte (Peteira et al. 2011). Otros hongos de interés en
control bioldgico son: Metarhizium anisopliae, que causa la enfermedad de la muscardina verde,
Hypocrea lixii y Nomuraea rileyi (Chebet et al. 2021). Los virus entomopatdgenos también se
han utilizado como controles biolégicos, debido a su especificidad y virulencia. Cuando los virus
son ingeridos por el insecto, le genera pérdida de apetito, letargo, hundimiento del cuerpo,
reblandecimiento del tegumento y la tendencia a perder el color. Algunos virus estudiados contra

S. frugiperda son Rhabdovirus (Sf-RV), granulovirus granulovirus (SfGV ARG) tipo 1, 2y 3,



ascovirus (SfAV-1a), icnovirus (HdIV) y el mas estudiado, nucleopoliedrovirus (STMNPV)
(Chebet et al. 2021; Hussain et al. 2021).

Otros organismos que participan en el control bioldgico son los nematodos, los mas comunes
son: Steinernema carpocapsae, S. sangi, S. surkhetense, Hererorhabditis indica y H. Baujardi
(Huot et al. 2019; Lalramnghaki et al. 2021), También existen enemigos naturales, dentro de

ellos encontramos a Telenomus remus, Cotesia icipe, C. luteum y Charops sp (Abang et al. 2021).

1.2.3 Practicas culturales

El control cultural hace referencia al grupo de técnicas y practicas que se llevan a cabo con el fin
de generar un agroecosistema que desfavorezca el desarrollo y sobrevivencia de plagas (Kumela
et al. 2018). Dentro de las técnicas encontramos la siembra temprana, que permite una menor
invasion de S. frugiperda. La inspeccion visual temprana y continua de los cultivos es una
posibilidad para detectar la presencia de la plaga. De igual manera, se recomienda intercalar los
cultivos con otros que no sean huéspedes y la rotacion de cultivos (Assefa 2018; Kumela et al.
2018). Para impedir el movimiento de las plagas de zonas infestadas a las no infectadas, después
de la cosecha se recomienda eliminar y destruir todos los residuos de los cultivos que fueron
infestados. Aarar con profundidad el suelo para exponer pupas y larvas es una estrategia para
eliminar plagas pero mantener a los insectos beneficos. La fertilizacion de suelos es la estrategia

mas comun para mantener la vitalidad en los suelos agricolas. (Prasanna et al. 2018).

1.2.4 Control botanico

Se refiere al uso de material vegetal, en forma de metabolitos aislados 0 mezclas complejas
(Isman 2006). Los metabolitos que han presentado actividad toxica contra insectos estan
clasificados como acidos grasos, glicolipidos, fenoles aromaticos, aldehidos, alcaloides, cetonas,
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alcoholes, terpenoides, flavonoides, limonoides, naftoquinonas, sacaridos, polioléteres,
saponinas y sapogeninas. Estos metabolitos pueden tener uno o varios efectos como son:
repelente, antialimentario, ovicida, insecticida, infertilidad e inhibidor del crecimiento (Corzo et
al. 2012; Wu et al. 2021). La aplicacion de plaguicidas botanicos fue una de las primeras
estrategias implementadas para proteger los cultivos agricolas (Campos et al. 2018).
Actualmente, resurgen debido a la necesidad de reducir el impacto negativo generado por los
insecticidas quimicos y a su amplia gama de accién mencionados anteriormente. Las especies de
las familias Meliaceae, Rutaceae, Asteraceae, Annonaceae, Labiatae y Canellaceae fueron las
primeras usadas desde 1989 para el control de plagas (Jacobson 1989). Actualmente se usan 2500
especies de plantas que pertenecen a 235 familias (Lopes-Souto et al. 2021). De manera particular
30 familias han sido reportadas para el control de S. frugiperda. De estas familias 69 especies de
plantas presentan control bioldgico contra S. frugiperda (Rioba y Stevenson 2020). En México
se han identificado 11 familias, 16 especies y 42 metabolitos con actividad insecticida contra S.
frugiperda. De la familia Meliaceae, Cedrela salvadorensis y Cedrela dugessi cultivadas en
México han presentado actividad insecticida contra S. frugiperda y de la familia Piperaceae no
se ha reportado ninguna especie (Hernandez-Carlos y Gamboa-Angulo 2019). Los metabolitos
analizados se clasifican dentro del grupo de los terpenos, flavonoides, estilbenos, acidos grasos
y alcaloides. En la Tabla 1, se presentan algunas familias y especies de plantas que han presentado

afectacion en contra de S. frugiperda.



Tabla 1. Familias de plantas con actividad insecticida sobre S. frugiperda.

Familia (especie) Concentracio Toxicidad Etapa del | Referencia
n (ppm) (aplicacién) insecto
Euphorbiaceae 36.1% de mortalidad | Larvasde | Alvesetal.
(Actinostemon concolor) 1000 (Ingesta) 1*" instar (2018)
Quillajaceae 1000 20-50% de inhibicion | Larvasde | Dowd et al.
(Quillajo saponaria) de crecimiento 1¥" instar (2011)
(Ingesta)

Asteraceae (Vernonanthura 300 ug/g mortalidad pupal de Pupa Sosa et al.
nebularum) 30% (2019)
Asteraceae Indice de oviposicion NA Sosa et al.

(Fraccion rica en lactona de control=743 £ 74, (2019)

Vernonanthura nebularum) 300 pg/g tratados=185 + 18

(Ingesta)
Burseraceae 1000 73£0.005% y Larvas Cardenas et
(Bursera copallifera) 35+0.04% reduccion | neonatas al. (2012)
en peso y tamafio
(Ingesta)
946.5 50 % de mortalidad Larvasde | Alvesetal.
Annonaceae (Duguetia (Ingesta) 48 hrs de (2018)
lanceolata) edad
1000 100% de mortalidad | Larvas 3% Giongo et
Meliaceae (Ingesta) instar al. (2016)
(Toona ciliata:cedrelona) 8.6 pg/cm? 23.5 % de disuasion | Larvas 4®
(Ingesta) instar
Meliaceae 1000 14.2% de mortalidad | Larvas 3*" | Giongo et
(Trichilia y 23 % de reduccion instar al. (2016)
pallens:escopoletina) del peso larval
(Ingesta)
Piperaceae 20,000 80% de mortalidad larvas Tavares et
(Piper nigrum:piperina) (Ingesta) neonatas al. (2011)
Piperaceae 1009, 783 y 8,62y 20 % Larvas 1¥" | Dyeretal.
(Piper cenocladum: 574 reduccion peso larval. instar (2003)
piplartinay 4 - Pupal.1,19y 1.1
desmetilpiplartina) Veces menor con
respecto al control
(Ingesta)
NA= No aplica.

1.2.4.1. Plantas de la familia Meliaceae

La familia Meliaceae comprende 50 géneros y 1400 especies, distribuidas ampliamente en el
Tropico (Castellanos et al. 2002). El arbol del neem (azadirachta indica), es una planta
relacionada con M. azadarach, pertenecientes a la familia de las Meliaceae, contienen diferentes
grupos de metabolitos, de los cuéles los limonoides han presentado mayores propiedades como,
insecticidas, repelentes y antihormonales. En la Tabla 2 se presentan algunos extractos y
limonoides, asi como la toxicidad que generan. Azadiractina, 1-cinamoilmelianolona, 1-
cinamoil-3-11-dihidroximeliacarpina y gedunina, son los compuestos toxicos reportados hasta el

momento como altamente efectivos en contra S. frugiperda.



Tabla 2. Extractos y limonoides de especies Meliaceae.

Planta (Origen) Compuesto Modo de accién Referencia
(Concentracion)
Cedrela Mezcla de a y B fotogedunina (LCso=10 Larvicida,
salvadorensis y ppm); Mezcla de a y B acetatos de antialimentario e
Cedrela dugessi acetafotogedunina (LCso=8 ppm); Gedunina inhibidor de Céspedes et al.
(Mexico) LCs0=39 ppm) crecimiento (2000)
Trichilia pallida, Cedrelona (LCsp=365.33 ppm) Larvicida y
Trichilia pallens, indices de disuasion fueron 23.5y 36.3% a disuasivo Giongo et al.
yToonaciliata concentraciones de 365 y 659 ppm, (2016)
(Brasil) respectivamente
Melia azedarach Meliatoxina Larvicida y
(Argentina) Azadiractina antialimentario Carpinella et al.
Extracto de fruta Al (60%)=2000ug/cm? (2003)
Melia azedarach y Azadiractina (LCso=1.0; EC50=0.08) Inhibidor de Capinella et al.
Azadirachta indica 1-cinamoilmelianolona (LCs0=1.30; crecimiento y (2006)
(USA) ECs=0.04) Larvicida

1-cinamoil-3-11-dihidroximeliacarpina
(LC5021.6; EC5o:0.04)

Melia azedarach Extracto de M. azedarach (LCs,=376.74) Larvicida y Scapinello et al.
(Brasil) (LC100=500) antialimentario (2014)
Azadirachta indica Azadiractina (ECsp=0.001) Inhibidor de Mordue y
(Brasil) crecimiento Nisbet et al.
(2000)
Melia azedarach Extracto de M. azedarach Inhibidor de Macleod et al.
(500 pg/ml indice disuasivo de 80% y crecimiento y (1990)
reduccion larval de 3.7. antialimentario
Melia azedarach Extracto de M. azedarach (LC100=12000 Larvicida e Bullangpoti et
(Tailandia) mg/L) inhibidor de al. (2012)
crecimiento

LCso= Concentracion de mortalidad media; Glso= Inhibicion de crecimiento media; Al(%)=indice antialimentario.

1.2.4.1.1. Plantas de la familia Meliaceae a estudiar.

a) Cedrela odorata L. (C. odorata)

Es un arbol de 25 m aproximadamente, corteza café muy fisurada, de hojas alternas paripinadas,
de 7 a 9 foliolos de bases marcadamente asimétricas, con borde entero (Figura 3a). La
inflorescencia que presenta es un racimo compuesto de 20-25 cm, las flores son bisexuales,
pequerfias, con 4-5 pétalos, de color blanco azuladas, con céliz y corola presente (Quichimbo
2012). Es una de las especies de mayor valor econdmico porque la madera se utiliza para
construccion, artesanias, muebles y carpinteria. Uno de los productos principales es la madera
aserrada, también se generan residuos como ramas y hojas que provienen de aclareos y podas,

asi como aserrin y costeras generados en la industrializacién de la madera, sin valor comercial.
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El cultivo de C. odorata se encuentra distribuido en 42 paises como se observa en el mapa de la
Figura 3(b). Las regiones de color morado son los lugares donde C. odorata fue introducido y

las regiones de color verde, de donde es nativo. Se observa que es nativo de México.
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Figura 3. (a) Arbol de C. odorata (b) distribucion global de C. odorata nativo (i) e introducido ().
(Royal Botanic Gardens kews. 2021).
Los compuestos quimicos que se han identificados en C. odorata son los acidos grasos, alcoholes
grasos, acido resinicos, terpenos, fenoles, taninos, esteroides, alcaloides, compuestos
nitrogenados, azucares, grasas y ceras (Rowell et al. 2005). En mayor nimero se encuentran los
sesquiterpenos con 75 compuestos, seguido de 40 limonoides. De las hojas se han aislado 54
metabolitos (Mariscal-Lucero et al. 2015; Chini et al. 2016; Wan et al. 2018; Nogueira et al.
2020). Estos compuestos son de interés por su aplicacion en medicina, cosméticos, afiejamiento
de bebidas alcohdlicas, como preservadores, en la obtencion de aceites esenciales y como
insecticidas (Giordani et al. 2015). Céspedes y col. (2000) aislaron compuestos de las especies
de Cedrela salvadorensis y Cedrela dugessi (Tabla 2), y observaron actividad larvicida,

antialimentaria e inhibidor de crecimiento sobre larvas de S. frugiperda.

b) Melia azedarach L (M. azedarach)

M. azedarach, es un arbol (Figura 4a), originario del sur y del este de Asia, se encuentra cultivada

en algunas regiones tropicales y subtropicales de México; también en Centroamérica y las



Antillas. En la Figura 4(b), se observan regiones de color morado donde M. azedarach fue
introducido y las regiones de color verde, de donde es nativa. A pesar de que no es nativa de
México, se cultiva por su madera. La actividad insecticida de M. azedarach se debe a
triterpenoides bioldgicamente activos, los cuales han presentado efecto antialimentario,
produciendo muerte y malformaciones de generaciones subsecuentes de insectos plaga (Chiffelle

et al. 2009).

o)

Figura 4. (a) Arbol de M. azedarach y (b) distribucién global de M. azedarach nativo (i) e introducido
(). (Royal Botanic Gardens kews. 2021).

De las hojas de M. azedarach se han aislado compuestos como son la rutina, quercitina y
kaempferol 3-O-rutinésido (Tang y Eisenbrand, 1992). Por otro lado, Sen y Brata. (2012)
identificaron en el extracto metandlico de hojas de M. azedarach a la quercitina (16.5 %), acido
palmitico (15.5 %) y fitol (11.4 %) en mayor concentracion. Extractos de M. azedarach han
mostrado actividad antidiabética, citotoxica, antibacteriana y antioxidante. Y de manera
particular los triterpenoides de esta planta han mostrado actividad antifungica, antialimentaria y
citotoxica (Carpinella et al. 2003). En la Tabla 2 se presentan actividades toxicas que se

observaron de M. azedarach contra S. frugiperda.

1.2.4.2. Plantas de la familia Piperaceae.
El género Piper, estd ampliamente distribuido en el Tropico. En el 2019 se reportaron 3,021

especies (Figura 5) en todo el mundo. En México, se estima que existen alrededor de 200 especies
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del género Piper. Algunas especies han presentado efecto insecticida, bactericida, fungica y
genotoxicos (Pereira et al. 2008 y Scott et al. 2008). Son plantas con capacidad para bloquear el
crecimiento de insectos, repelentes, antihormonales y otras propiedades de control. De las
semillas, hojas, y corteza, se han extraido compuestos fitoquimicos como son las amidas,
alcaloides, flavonoides, taninos, saponinas, glucosidos, terpenoides y compuestos fendlicos,

(Mgbeahuruike et al. 2017).

Figura 5. Distribucion global del género Piper de Global biodiversity information facility (Gbif 2019).

El efecto insecticida de los extractos 0 metabolitos depende del tipo de planta, disolvente, parte
de la planta, tipo de aplicacion, y tipo de extraccion. En la Tabla 3 se presenta informacién sobre

algunas especias del género Piper con actividad insecticida.
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Tabla 3. Especies del género Piper con actividad insecticida.

Larva Planta y disolvente Concentraciony | Mortalidad (%) Referencia
aplicacion
S. frugiperda Piper tuberculatum 50 Soberdn-
3¢ instar Espiga (EtOH) 1000 pg/ml Ceso la Risco et al.
(topica) alimentacion (2012)
Anticarsia Piper tuberculatum 302.1 pg/insecto 90 Navickiene
gemmatalis 4% Semilla (topica) et al. (2000)
instar (CHCly: MeOH 2:4 viv)
Anticarsia Piper tuberculatum 586.2 pglinsecto 90 Navickiene
gemmatalis 4" Hojas (topica) et al. (2000)
instar (CHCly: MeOH 2:4 v/v)
Anticarsia Piper tuberculatum 599.7 ug/insecto 90 Navickiene
gemmatalis 4% Tallos (topica) et al. (2000)
instar (CHCl,: MeOH 2:4 viv)
S. frugiperda Piper aduncum L. 1169.7ug/ml (conta 50y 50 Fazolin et al.
3" instar Hojas cto) y 1.07 uLL/mg (2016)
(agua, obtiene aceite) insecto (topica)
S. frugiperda Piper nigrum L. 10000 pg/ml 88.8 (recién Tavares et
Huevos Frutos puestos), 36.3 (1 al. (2011)
(EtOH) dia) y 150 (2 dias)
Yponomeuta Piper nigrum L. 0.08% 50 Scott et al.
Cagnagella Frutos (EtOAcC: agua (1:1 (ingesta) (2005)
larva prepupal viv))

1.2.4.2.1. Plantas de la familia Piperaceae a estudiar.

a) Piper umbellatum L. (P. umbellatum)

La hierba de culebra, como se conoce comunmente, es un arbusto sublefioso (Figura 6a) que
puede crecer hasta 4 m de altura, es nativa de México, Guatemala y otros paises (Figura 6b).
Los Chinantecos la utilizan como medicamento; sin embargo, en otros lugares es considerada

maleza invasiva, sin valor comercial (Garcia-Mendoza et al. 2004).

(b)

Figura 6. (a) Arbusto de P. umbellatum y (b) distribucién global de P. umbellatum nativo (ll) e
introducido (). (Royal Botanic Gardens kews. 2021).
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Del aceite esencial de P. umbellatum se han identificado al germacreno D (55.8%),
biciclogermacreno (11.8%), trans-cariofileno (6.3%) y p-cubebeno (3,2%) como compuestos
mayoritarios. Este aceite present6 actividad inhibitoria contra E. Coli, S. epidermidis, S. aureus
y C. xerosis. (Perigo et al. 2016). También Maia y Andrade (2009), identificaron del aceite
esencial de hoja de P. umbellatum de Brasil, al - cariofileno (37.5%), germacreno D (11.9%) y
E-nerolidol (9.1%). De igual manera Pino y colaboradores (2005), identificaron en el aceite
esencial de hojas de P. umbellatum cultivado en Cuba, safrol (48.7%), germacreno D (7.9%) y
o-cadineno (5.6%). Con respecto a la toxicidad, Carmona-Hernandez y col. (2014), observaron
que el extracto etanolico de P. umbellatum a 34.54 pg/ml mostr6 una mortalidad del 50% de D.
Melanogaster, y se reportd que el 4-nerolidilcatecol compuesto mayoritario de P. umbellatum

presentd actividad antifingica contra cepas de Trichophyton rubrum (Greatti et al. 2020).

b) Piper auritum Kunth (P. auritum)

La planta es un arbusto sublefioso de hasta 4 m de altura (Figura 7a), conocida como hierba santa
0 acuyo, usada como condimento en paises de América Central. P. auritum es nativa de Belice,
Colombia, Costa Rica, Ecuador, El Salvador, Guayana Francesa, Guatemala, Honduras,
Nicaragua, Panama, Surinam y todo México. Fue introducido a Cuba, Florida, Haiti, Hawai,

Jamaica, Islas de Sotavento (Figura 7b).

(b)

Figura 7. (a) Arbusto de P. auritum; (b) distribucién global de P. auritum nativo (#¥) e introducido
(H). (Royal Botanic Gardens kews. 202. http://powo.science.kew.org/taxon/680520-1).
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Sabemos que P. auritum es ampliamente conocida por ser usada como condimento, pero también
por poseer actividad antiinflamatoria, antibacteriana, antifingica y antidermatofitica (Rios et al.
2007). Por otro lado, se conoce que P. auritum presenta alcaloides, kavapironas, piperolidas,
fenilpropanoides, amidas y compuestos aromaticos con cadenas alquilicas largas (Mata et al.
2004). En total 104 metabolitos se han aislado de las diferentes partes de la planta de P. auritum
(Parmar et al. 1997; Pino et al. 1998; Rodriguez et al. 2013). Del aceite esencial de hojas
deshidratadas de P. auritum se ha identificado safrol (93.24%), miristicina (4.34%), metil
eugenol (0.46%) y y-terpineno (Rios et al. 2007). Por otro lado, Conde-Hernandez y Guerrero-
Beltran (2014), identificaron, safrol, fitol y hexadecen-1-ol, siendo el safrol el compuesto

mayoritario al que se le atribuye su actividad antibacteriana e insecticida (Bhardwaj et al. 2010)

1.2.5. Mecanismos de accion y actividades de los metabolitos sobre insectos.

Los metabolitos de origen botanico con actividad téxica pueden actuar a diferentes niveles sobre
la fisiologia de los insectos. Los mecanismos de accion que se han reportado son aquellos que
afectan lo siguiente:

(a) Produccion de energia. Se trata de un proceso catabélico, llevado a cabo por las células con
la finalidad de librar energia (ATP) de los nutrientes (carbohidratos, lipidos y proteinas)
provenientes de la alimentacion o de los depositos celulares, son degradados a moléculas
sencillas como &cido lactico, CO2 o urea. El proceso se divide en tres etapas: la primera,
glucdlisis, se lleva a cabo en el citosol; la segunda, el ciclo de Krebs, se lleva a cabo en la matriz
mitocondrial; y la tercera, la fosforilacion oxidativa (Figura 8). En esta dltima division, se ha
observado que metabolitos como las acetogeninas y la rotenona inhiben enzimas implicadas en

la respiracion celular (interfieren en el transporte de electrones y la fosforilacion oxidativa) como
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el NADH mitocondrial: ubiquinona oxidorreductasa (complejo | de la cadena respiratoria).
Impiden la transferencia electronica desde un centro Fe-S a la ubiquinona (Figura 8) (Alvarez-

Colom et al. 2009).

Respiracion celular
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Figura 8. Esquema de la inhibicién por metabolitos en la fosforilacién oxidativa (Garret y Grisham 2008).

(b) Sistema nervioso. Este se divide en dos partes, sistema simpatico y sistema nervioso central.
El sistema simpatico, encargado de manejar érganos viscerales y sistema sanguineo de los
insectos, esta conectado al sistema central por medios del sistema endocrino o glandulas internas
de secrecion, los érganos o tejidos que segregan hormonas al torrente sanguineo y que regulan
algunas de las funciones del cuerpo. El sistema nervioso central, consiste en un cerebro y un
ganglio subesofagico conectados entre si por cadenas ventrales de nervios. EIl impulso nervioso
es captado por las dendritas y viaja por la neurona por medio del axdn, se encuentra con los
canales de sodio, estas se abren y se cierran a su paso, por el gradiente de iones (Figura 9). Sin
embargo, algunos metabolitos derivados de plantas entran al sistema nervioso y generan una
alteracion en el intercambio catidnico, ya que estos se adhieren impidiendo el cierre de los canales

de sodio, provocando una despolarizacion por la acumulacion de iones de sodio dentro del axén
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de la neurona, esto provoca que las células nerviosas se mantengan excitadas y los insectos sufren

ataxia, convulsiones y muerte (Coronado 1994).
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Figura 9. Esquema del sistema nervioso
(https://fabiola.game.blog/2019/08/26/potenciales-de-membrana-y-potenciales-de-accion/)

(c) Sistema endocrino. Involucra la compleja metamorfosis de los insectos, en la que intervienen
varias hormonas producidas por neuronas secretoras y glandulas endocrinas (Figura 10). Las
neuronas secretoras, a través de los ganglios cerebrales, producen la hormona ecdisiotropina que
se acumula en los cuerpos alados. Bajo la accion de la ecdisiotropina, las glandulas protorécicas,
secretan ecdisona (hormona de la muda). Los efectos de la hormona de la muda varian respecto
a la concentracion de la horamona juvenil (Neotenina), producida por los cuerpos alados, en la
hemolinfa. Cuando los cuerpos alados dejan de producir la hormona juvenil, la larva ya no
experimenta una simple muda, sino que comienza su metamorfosis, esto sucede de manera
normal. Sin embargo, se sabe que algunos metabolitos derivados de plantas como: azadiractina,
gedunina, macdougalina, cedrelona, roliniastatina-1, trans-anetol y limoneno (Aribia et al. 2017)
actGan como disruptores endocrinos (Figura 11) regulando el crecimiento, la regeneracién de
tejidos, la reproduccién, la muda y la metamorfosis debido a la inhibicion de las hormonas

ecdisona y juvenil (Neotenina) (Alvarez-Colom et al. 2009).
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Las glandulas y hormonas que regulan la metamorfosis (larva, pupa y adulto) son:
Células neurosecretoras: segregan hormona de activacion
Glandula protoréacica: estimulada por la hormona de activacion y segrega la ecdisona
Cuerpos alados: segrega hormona juvenil

Figura 10. Diagrama del control hormonal de la metamorfosis en insectos.
(mheducation.es/bcv/guide/capitulo/8448154630.pdf)
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Figura 11. Ejemplos de algunos disruptores endocrinos y su inhibicion.
(https://www.niehs.nih.gov/health/topics/agents/endocrine/)
(d) Replicacién del ADN. EI ADN es una biomolécula en donde se encuentran los genes que
dan origen al ARN mensajero para la sintesis de proteinas que tienen participacion en la funcién
celular. La replicacién es el proceso de sintesis de ADN que da origen a una copia de otra previa
que actia como modelo. Por otro lado, se sabe que algunos insecticidas inducen mecanismos
genotoxicos, relacionados con su potencial para afectar el material genético en forma directa o
indirecta. El dafio directo puede ser de tipo estructural o funcional y se produce en los
cromosomas, el ADN y las proteinas histonas, conducen a la inhibicion de los procesos de
replicacion y transcripcion (Figura 12). Si no se reparan pueden conducir al desarrollo de
enfermedades. El dafio indirecto modula la expresion génica a nivel de ARNs no codificantes,
patrones de metilacion del ADN e histona desacetilasas, induciéndose a modificaciones en la

expresion de genes implicados en el mantenimiento de la homeostasis celular (Kvitko et al.
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2012). Por otro lado, la curcumina y la piretrina inducen la muerte celular autofagica en la linea
celular Sf9 de S. frugiperda (Xu et al. 2017). Ademas, la azadiractina inhibe la proliferacién e
induce la apoptosis, debido a los cambios en los lisosomas causados por la apoptosis inducida

por la azadiractina en las células Sf9 de S. frugiperda (Wang et al. 2015).
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Figura 12. Dlagrama de los dafos genetlcos producidos por insecticidas.
(http:/lwww.scielo.org.co/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0121-74882020000200025#B34)

(e) Proceso digestivo. El sistema digestivo de los insectos (Figura 13), consiste en un largo tubo
abierto por los dos extremos, con regiones especiales para triturar y almacenar el alimento, la
produccidn de enzimas y la absorcion de nutrientes, va desde la boca hasta el ano (Vazquez-Luna
etal. 2007). En la digestién se lleva a cabo la ruptura de proteinas, lipidos y gltcidos a moléculas
mas pequefias, tales como aminoacidos, acidos grasos y monosacaridos. Por otro lado, se ha
reportado que algunos metabolitos como la 1-cinamoilmelianolona, meliatoxina, cis-annonacina-
10-ona, pinocembrina y gedunina por mencionar algunos; originan la disminucién enzimatica,
en la que se reduce la actividad de a-amilasa, quitinasa y proteasa. También son la causa de que
las células del intestino medio no sean reemplazadas y generen la inhibicion del peristaltismo
(Toto-Blessing et al. 2010; Bezzar-Bendjazia et al. 2015). Ademas, inhiben la actividad de

enzimas hidroliticas, disminuyendo la digestibilidad de las moléculas que generan energia.
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Figura 13. Aparato digestivo de los insectos.
(http://fornax.inbio.ac.cr/cibercolmenas/index.php?option=com_zoom&Iltemid=28&page=view&catid=17 &key=8&hit=)

1.2.6. Toxicologia de las plantas Meliaceae y Piperaceae.

Una ventaja de gran relevancia que han presentado algunos extractos de plantas es la de presentar
bajos niveles de toxicidad, provocando bajo riesgo a la salud. Estrada-Reyes y col. (2013),
realizaron estudios sobre la toxicidad aguda que causan los extractos de hexano, EtOAC, MeOH
y acuoso de P. auritum sobre ratones, con valores de LDso= 1264mg/kg, LDso= 1264mg/kg, LDso
> 2900mg/kg y LDso= 3800 mg/kg respectivamente. Ellos mencionan que las pruebas de
toxicidad aguda muestran que la ingesta de extractos de diferentes polaridades de P. auritum no
implica ningun riesgo para la salud. También el extracto hidroetandlico de P. umbellatum,
presentd baja toxicidad in vitro (LDsg > 200 pg/mL), y en vivo, en dosis superiores a LDso= 2000
mg/kg no causaron signo o sintoma alguno de toxicidad (da Silva et al. 2014). Asi mismo, el
extracto etanolico de corteza de C. odorata al 70%, en una concentracion de 5000 mg/kg, no
generaron alteraciones de comportamiento y mortalidad en ratones (Giordani et al. 2015). De
igual manera, Zakir-ur-Rahman y col. (1991), observaron que extractos acuosos y alcohélicos de
flores y semillas de M. azedarach no presentaron toxicidad en ratones y ratas a dosis de 1500
mg/kg por via oral. Por otro lado, se sabe que azadiractina a concentraciones superior de 3540
mg/kg presenta baja toxicidad en los mamiferos (Mpumi et al. 2016). Nicotiana tabacum L.,
Anadenanthera colubrina Vell y Agave americana, en concentraciones de 7 mg por abeja, no

afectaron el proceso de polinizacion (Pereira et al. 2020).
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1.3. Métodos para la extraccion, separacion e identificacion de metabolitos.

Las plantas contienen metabolitos secundarios que pueden ser de utilidad para el control

bioldgico. Para tener acceso a estos metabolitos se debe realizar una extraccion que puede

realizarse tanto con métodos convencionales clasicos, como con métodos innovadores, y ya sea

a escala laboratorio o industrial(Azmir et al. 2013).

Un aspecto que se debe de considerar a la hora de realizar la extraccion es el tipo de disolvente,

ya que se recomienda que el disolvente sea afin al grupo de compuestos o metabolitos que se

quieran extraer. En la Tabla 4 se presentan algunos grupos de metabolitos extraidos con hexano

y EtOH.

Tabla 4.

Grupos de metabolitos extraidos con hexano y EtOH como disolventes.

Extracto hexanico

Extracto etanolico

Aceites esenciales

Taninos gélicos

Triterpenos

Taninos y catequinas

Esteroles

Alcaloides

Carotenoides

Aminas cuaternarias

Acidos grasos

Antocianinas

Alcaloides

Leucoantocianinas

Agliconas flavonoides Cumarinas

Cumarinas Antracenoides

Emoides Flavonoides
Chalconas
Esteroides

Triterpenos

Esteroles insaturados

Antraquinonas

(Bruneton 2001).

1.3.1. Extraccién asistida por ultrasonido (EAU)

El ultrasonido permite reducir el tiempo de extraccion, la energia y el volumen de disolventes.

Este método, se aplica a la matriz vegetal en el rango de frecuencias de 20 kHz a 100 MHz, donde

mediante un fenémeno de cavitacion, la mezcla de fitoquimicos es extraida por difusion a través

de la pared celular y por enjuague del contenido de la célula después del rompimiento de la pared
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celular. Durante la cavitacion se produce una gran cantidad de energia que puede incrementar la
temperatura del extracto hasta 5000 K, por lo cual es recomedable utilizar un sistema de
enfriamiento a fin de evitar la pérdida por evaporacion de los compuestos altamente volatiles; el
proceso de extraccion con ultrasonido puede alcanzar presiones de 1000 atm. El contenido de
humedad de la muestra, el grado de molienda, el tamafio de las particulas y el disolvente, son
factores muy importantes para obtener una extraccion eficiente y eficaz (Azmir et al. 2013).

La separacion e identificacion de una mezcla compleja de fitoquimicos puede realizarse con el
apoyo de diferentes técnicas cromatograficas como son la cromatografia de capa fina (TLC),
cromatografia de capa fina de alta resolucion (HPTLC), cromatografia en columna (CC),
cromatografia de gases (GC) y cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC). Debido a su
facil implementacion, la cromatografia en columna y la cromatografia en capa fina (TLC) son

las comUnmente utilizadas en el anlisis de fitoquimcos (Sasidharan et al. 2011).

1.3.2. Cromatografia en columna (CC).

Involucra una fase estacionaria, conocida como soporte (Tabla 5), y una fase mévil o eluyente.
La fase estacionaria, usualmente gel de silice (SiO2) o alimina (Al>O3), se utiliza empacada en
una columna de vidrio (Sasidharan et al. 2011).

Tabla 5. Soportes para separar compuestos

Soportes Usado para separar
Gel de silice Aminoacidos, alcaloides, aztcares, acidos
grasos, lipidos, etc.
Alimina alcaloides, fenoles, esteroides, vitaminas y
carotenos
Celite Esteroides y cationes inorganicos
Celulosa Aminoacidos y alcaloides
Almidon Aminoacidos
Sephadex Aminoacidos y proteinas
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La muestra es colocada en la parte superior de la columna, en solucién o solida, y posteriormente
eluida mediante un solvente. El eluyente se colecta por la parte inferior de la columna en
volimenes de 5-15 mL, dependiendo de la forma como se lleve a cabo el proceso de separacion

de la mezcla de fitoquimicos.

(a). Cromatografia en Capa Fina (TLC).

Es una técnica de separacion (afinidad) en la que la fase estacionaria esta extendida sobre un
soporte (placa vertical), y la muestra es aplicada en puntos o en banda en un extremo inferior. La
placa es sumergida en un solvente (o mezcla de solventes) dentro de una camara cromatografica
para la elusion de la muestra. La elusion es la migracion de cada componente de la mezcla hacia
la parte superior de la placa. Estos compuestos son identificados a partir del calculo de su
coeficiente de reparto, que es caracteristico de todo compuesto. El factor de retardo (Rf), es el
cociente entre la distancia recorrida por la mancha y la distancia recorrida simultdneamente por
la fase movil. El valor de Rf depende de la polaridad del solvente o mezcla de solventes
utilizado(a) como fase movil (Kumar et al. 2007). Los valores de Rf siempre son menores o
iguales a uno (Rf=1). Compuestos incoloros pueden ser obervados mediante el revelado de la
placa. Este se puede realizar por métodos quimicos, mediante el uso de reactivos (Tabla 6), o

métodos fisicos (Opticos), por exposicién de la placa a irradiacion UV de 254 nm y/o 365 nm.

22



Tabla 6. Métodos para el revelado de grupos de metabolitos.

Grupo de Metodologia Nombre de la Resultado
metabolito (Referencia) prueba
Se rocio la placa con reactivo de Prueba de
Dragendorff. (Kumar et al. 2007) Dragendorff Mancha naranja
Alcaloides 1ml del extracto con 6 gotas de reactivo de Prueba de
Wagner. (Chanda et al. 2006) Wagner Precipitado rojo-marrén
Saponinas Afiadir 0.5ml de filtrado con 5ml de agua
destilada y agitar bien. (Parekh y Chanda Prueba de Presencia de espuma
2007) espuma
Taninos Se afiadird FeCls al 10% a 2-3ml de extracto Prueba de Solucion color azul
metandlico (1:1). (Kumar et al. 2007) Braemer 0Scuro o gris verdoso
Terpenos A 1ml de extracto metandlico, afiadir 1ml de Prueba de
CHClIs;, 2 ml de anhidrido acético, 2 gotas de | Liebermann- Mancha azul verdoso
H>SO4 concentrado. (Kumar et al. 2007) Burchard
Alcoholes Aplicar solucion de vainillina al 1% en Mancha violeta y azul
etanol al 95% sobre la placa y se calent6 a verdoso
100 °C. (Garcia 2004) Vainillina
Asperjar solucién de ninhidrina al 1% en n- Mancha azul/violeta
Aminoacidos butanol sobre la placa y calentar a 100 °C Ninhidrina presencia de
por 5 min. (Garcia 2004) aminoacidos y aminas
Carbonilos: La placa se revel6 con el reactivo de Reactivo de Precipitado rojo indica
aldehidos y Fehling. (Garcia 2004) Fehling la presencia del grupo
cetonas carbonilo
Hidroxilo: Disolver 0.5 g de FeClzen 50 ml de agua Manchas azul oscuro
fenoles y destilada, asperjar sobre la placa. (Garcia
taninos 2004)

(c). Cromatografia de gases (GC)
Se aplica al anélisis de sustancias volatiles. Sustancias no volatiles a presiones ordinarias pueden

analizarse por GC previa tranformacion de éstos (Herbert y Johnstone 2002).

1.3.4. Técnicas espectroscopicas.

La espectroscopia se basa en un conjunto de técnicas que miden la respuesta de un analito
(elemento, compuesto o ion) a la aportacidn de energia (absorcion, emision o luminiscencia). Las
técnicas espectroscépicas se diferencian segun la forma en la que se encuentra el analito en el
momento de sufrir el proceso espectroscdpico Segun el rango de energia que presente la radiacion
electromagnética existen diferentes métodos; ultravioleta (UV), espectroscopia visible,

espectroscopia de fluorescencia, resonancia magnética nuclear (RMN), infrarrojo (IR). Por otro
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lado, una técnica analitica ampliamente usada es la espectrometria de masas (MS), se usa para la
determinacion de estructuras organicas, por si sola o en combinacién con otras técnicas

espectroscopicas (Saavedra-Charca et al. 2015).

(a) Espectrometria de masa (MS)
Es una técnica analitica donde, las moléculas (M) de interés se someten a electrones acelerados

a través de un campo eléctrico y originan especies cargadas: M + e —» M +2e".

En este caso M™* es un catién-radical molecular. Por lo general M™* sufre una fragmentacion

debido a su estado excitado y forma iones:

/E+ + R’ (radical)
M
\‘P'+ + N (molécula)

Los iones E™y P** pueden fragmentarse sucesivamente. El tipo de fragmentacién depende del
tipo de estructura de la molécula. La carga total de los iones se representa por g(g=ze), la cual es
la carga del electron y z el nimero de cargas sobre el i6n. Los iones producidos atraviesan el
analizador de masa de acuerdo con su relacion masa/carga (m/z). Los iones son detectados como
corrientes ionicas cuyas intensidades son proporcionales a sus abundancias respectivas. El pico
mas intenso observado en el EM se denomina pico base y se usa como intensidad de referencia
para el resto de los picos significativos. La ionizacién de la muestra se puede llevar a cabo por
condiciones de alto vacio, por impacto electronico (El), o a presion atmosférica (API). En este

Gltimo caso, si se trata de un analisis en fase liquida, se realiza una ionizacién por electrospray
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(ESI), mientras que, si es en una fase gaseosa, se efectlia una ionizacion quimica (APCI) o bien

una fotoionizacion (APPI) (Saavedra-Charca et al. 2015).

(b) Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

La RMN una técnica espectroscopica de absorcion usada para determinar la estructura de
compuestos organicos y organometalicos, cuyo fundamento radica en la propiedad que tienen
ciertos nucleos atomicos de absorber energia cuando son sometidos a un campo magnético y
radiacion de frecuencia. Cuando cesa el campo magnético, la energia absorbida es liberada de

los nacleos atdbmicos y es recibida por la antena y analizada

Momento magnético (). Las particulas cargadas que giran sobre su propio eje crean un campo
electro-magnético. Es decir, cuando un nucleo atdmico (protones y neutrones) cargado gira,
arrastra la carga en un circulo y la circulacion de carga que resulta genera también un campo
magnético llamado momento magnético (M), y hace que el nucleo actie como un dipolo
magnético similar al de un iman.

Momento angular L. De igual manera, el giro del nicleo alrededor de su eje provoca un
momento angular, que se expresa como L= 1 hmog, la cual hmos= Ih/2m (h es la constante de
Planck).

Estados cuanticos de espin (mi). El calculo del nimero cuéntico de espin para un ndcleo se
realiza sumando los espines de protones y neutrones desapareados. Los estados cuanticos de
espin vienen dados por my, y toma valores de: my=-I, -I+1,......... I-1, I

No todos los nucleos de los isétopos presentan espin nuclear (I), sélo lo presenta aquellos cuyos
nameros de masa atdmica, carga 0 ambos sean impares. Los is6topos que tienen nimero de masa

impar, independientemente de su nimero de carga, tendra por espin nuclear un nimero impar
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dividido por dos tal como 1/2, 3/2, etc., y los nucleos con masa par y carga impar tendran valores

de espin nuclear en nUmeros enteros.

Existen diferentes tipos de nucleos, clasificados en tres grupos como se presenta en la Tabla 7.

Tabla 7. Caracteristicas de los grupos.

Caracteristicas Grupo 1: Grupo 2: Grupo 3:
Esfera Esfera Elipsoide con giro
Sin giro Con giro Alargado Aplastado
Figura O ﬁ E E
Observable en RMN No Si Si Si
Espin nuclear (1) 0 1/2 1 >1
Momento angular (L) 0 1/2 I hmod I Nmod
Momento magnético (1) 0 #0 #0 #0
Momento cuadrupolar (Q) 0 0 >0 <0
Ejemplo de nicleos 12C, 8C, %25 | H, BC, ®N, ®F Hy “N "0y 3l

Cuando aplicamos un campo magnético externo (Bo), m; =1/2 y p de los nucleos se alinean

con el campo y con mi=-1/2, u esta opuesto al campo magnético (Figura 14).

s
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Figura 14. Diferencia de poblacion en niveles. (Laurella 2016).

Al aplicar una radiacion electromagnética de frecuencia (ondas de radio) adecuada, se les
proporciona a los nicleos energia para pasar de un nivel de energia inferior a un nivel de energia

superior. Cuando la radiacion electromagnética y la precesion del nicleo entran en resonancia se

produce la absorcion (Joseph 1982; Laurella 2016).
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2. JUSTIFICACION

Spodoptera frugiperda es un insecto originario de America. No obstante, debido a su gran
capacidad de adaptacion y migracion, actualmente se le ubica en Africa, Asia y Oceania. En
México, cultivos de maiz invadidos con las voraces larvas de S. frugiperda han generado pérdidas
superiores al 50%. El control de S. frugiperda ha sido efectivo al aplicar insecticidas quimicos;
sin embargo, debido a problemas de salud detectados en personas expuestas a este tipo de
productos (trastornos neuroldgicos y reproductivos, cancer e incluso la muerte), su uso esta
restringido y actualmente se impulsa el desarrollo de productos inocuos para el hombre y
organismo benéficos, asi como amigables con el medio ambiente. Es importante mencionar que
algunos insecticidas quimicos tienden a ser recalcitrantes y su larga permanencia en el medio
ambiente, ademas de contaminarlo, ha favorecido el desarrollo de resistencias en los insectos
plaga, entre ellos S. frugiperda.

Los insecticidas derivados de plantas se consideran una alternativa amigable para el hombre y el
medio ambiente, asi como con baja posibilidad de generar resistencias debido a sus diversos
modos de accion. Se ha reportado que México cuenta con 200 especies de plantas de la familia
Piperaceae y 126 especies de la familia Meliaceae. Dado que plantas de estas familias son
actualmente explotadas en la produccién de madera y otras estan catalogadas como malezas, se
considera que ambas especies de plantas deben ser estudiadas para su aprovechamiento en la
produccion de insecticidas.

Por lo anterior, el presente proyecto propone evaluar el efecto toxico de los extractos crudos de
Melia azedarach, Cedrela odorata, Piper umbellatumy Piper auritum, en contra de larvas primer

instar de Spodoptera frugiperda. Dado el uso de P. auritum como condimento en paises de
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Latinoamérica como es México, el efecto de su extracto etandlico en el ciclo biologico de

Spodoptera frugiperda también fue estudiado.
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3. HIPOTESIS

Los extractos de C. odorata, P. umbellatum y P. auritum cultivadas en México, presentaran
actividad toxica en contra de larvas de S. frugiperda, en magnitud comparable con la obtenida

con el extracto de M. azedarach, planta utilizada como control positivo.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general
Disponer de informacion sobre el nivel de toxicidad en contra de S. frugiperda de
extractos etandlicos y hexanicos obtenidos de las hojas secas y deshidratadas de las
plantas M. azedarach, C. odorata, P. umbellatum y P. auritum en contra de S.

frugiperda.

4.2 Obijetivos especificos

1. Determinar y realizar un analisis comparativo de la actividad toxica en contra de S.
frugiperda de los extractos etanolicos y hexanicos obtenidos de las hojas frescas y
deshidratadas de M. azedarach, C. odorata, P. umbellatum y P. auritum.

2. Determinar la actividad bioldgica en el ciclo de vida de S. frugiperda, del extracto
etanolico o hexanico que generd los mayores porcentajes de mortandad en contra de las
larvas de este insecto.

3. Identificar los grupos de fitoquimicos predominantes en el extracto identificado como
el mas toxico en contra de S. frugierda y aislar el compuesto predominante para la

evaluacion de su toxicidad en contra de larvas de S. frugiperda.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Colecta de plantas e identificacion
Cedrela odorota, Piper umbellatum, Melia azedarach y Piper auritum fueron las plantas
seleccionadas para esta investigacion. Las hojas de las dos primeras especies se recolectaron en
Santos Reyes Nopala, Oaxaca, municipio ubicado a una altitud de 474 m (16°0623"N,

97°08'39"W; https://www.los-municipios.mx/municipio-santos-reyes-nopala.html). Las plantas

de Piper auritum y Melia azedarach se recolectaron en el municipio de: San Pedro Atoyac,
Oaxaca, el cual se ubica a una altitud de 242m (16°29'17"N, 97°59'14"W, https://www.los-
municipios.mx/municipio- san-pedro-atoyac.html). La familia y especie de las plantas
recolectadas fueron identificadas por la M.C. Ernestina Cedillo Portugal, de la Universidad
Auténoma de Chapingo, México. Muestras de cada planta fueron depositadas en el herbario Jorge
Espinosa Salas (“JES”) de la misma Universidad. Cada especie de planta recolectada se dividid
en dos lotes para eliminar las hojas frescas molidas (FL) y las hojas secas (LD) de cada una. Las
hojas se secaron a temperatura ambiente y luego se redujeron de tamafio a malla 34 (0,45 mm)
con una licuadora (Oster® Modelo BPST02-B00-013) (Viji y Murugesan 2010). Las hojas
frescas se congelaron con nitrogeno liquido antes de molerlas. Los polvos obtenidos de las hojas
de cada planta se vertieron en botellas de color ambar para su almacenamiento a -80 °C hasta su

uso.

5.1.1. Calculo de la humedad
Después del secado de las hojas, se procedio a calcular el porcentaje de humedad con la

Ecuacién (1) usada para obtener la humedad total (Método 930.15 de la AOAC 1999).
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% Humedad = (Wl_WZ)

Donde: W1= peso crisol mé&s muestra himeda; W»= peso crisol m&s muestra seca; W= peso

muestra hiumeda.

5.2. Extraccién de compuestos fitoquimicos

La extraccion fitoquimica se realizé en lotes de 5 g de polvo de cada hoja fresca o deshidratada
de Cedrela odorota, Piper umbellatum, Melia azedarach y Piper auritum. Posteriormente se
sumergio en 30 mL de disolvente, ya sea EtOH (Macron Fine Chemicals TM, grado reactivo
ACS) o hexano (J.T. Baker, 98.5%). La extraccion se llevé a cabo durante 10 minutos a 25-30
°C usando un homogeneizador ultrasonico (Hielscher UP200Ht, sonotrodo S26D7). Los
fitogquimicos en solucion se separaron por filtracion (filtro Whatman n° 3) y la operacién de
extraccion se realizd tres veces, cada vez utilizando una porcion nueva de 30 mL de disolvente.
Los filtrados de las tres extracciones se mezclaron y concentraron en un rotavapor (Biichi modelo
R-124), como se presenta en la Figura 15. Los extractos crudos se vertieron en viales de color

ambar de peso conocido y se almacenaron a -4 ° C hasta su uso (Kimbaris et al. 2006).

yoa
3

Hojas frescas y deshidratadas

i!;r £
K

EtOH o hexano

Sonicador

Figura 15. Metodologia para la extraccion de los metabolitos.

La masa seca de los fitoquimicos extraidos se determiné por diferencia de peso, como se muestra

en la Ecuacion (2) para obtener el calculo del rendimiento de cada extraccion.
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Peso de extracto seco

Rendimiento(%) = X100 o ()

Peso de material vegetal

5.3. Anélisis por GC-MS de los metabolitos

Para la identificacidn de los componentes presentes en los extractos de hexano y EtOH se emple6
un cromatografo de gases acoplado a masas (GC-MS) PerkinElmer Clarus® 580 y masas
Clarus® SQ8S. Se empled una columna capilar Elite-5MS (PerkinElmer®) de 30 m x 0.32 mm,
con fase estacionaria apolar de 5% fenil 95% dimetilpolisiloxano de 0.25 um. Se inyectaron 3
uL de muestras liquidas filtradas (0.2 um GHP Acrodisc 13 PALL) en modo split, realizado de
modo manual. La temperatura del horno se programé de: 100 °C durante 3 min incrementando
de 50 °C/min hasta 150 °C y 10°C/min hasta 260. Como gas de arrastre se emple6 helio que fue
alimentado a 0.8 mL/miny la energia de ionizacion fue de 70 eV. El barrio en el rango de masas
m/z fue de 40-350 Dalton. La identificacion de los compuestos fue basada en la comparacién de

su espectro de masas con la base de datos NIST (Conde-Hernandez y Gerrero-Beltran 2014).

5.4. Actividad larvicida

La actividad larvicida se evalu6 in vitro mediante bioensayos con larvas de primer instar de S.
frugiperda obtenidas de los criaderos del Centro de Investigacion en Biotecnologia de la
Universidad Auténoma del Estado de Morelos, Cuernavaca, Morelos, México Estas fueron
mantenidas con una dieta artificial que contenia 800 mL de agua estéril, 10 g de agar, 50 g de
harina de soya, 96 g de harina de maiz, 40 g de extracto de levadura, 4 g de germen de trigo, 2 g
de acido sorbico, 2 g de cloruro de colina, 4 g de acido ascorbico, 2.5 g de éter metilico del &cido
p-hidroxibenzoico, 15 mL de mezcla de vitaminas de Vanderzant para insectos, 2.5 mL de
formaldehido y 20 g de maiz molido (para un kilogramo de dieta). El bioensayo se centro en

determinar el efecto de los siguientes factores: polaridad del disolvente utilizado en la extraccion,
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tipo de planta utilizada, si los extractos se obtuvieron de hojas frescas o secas y la concentracion
de extracto a la que estuvo expuesta la larva. Placas de 24 pozos de poliestireno (Nunc ™; 1 mL
de volumen por pocillo y superficie de pocillo de 1,9 cm) fueron llenadas con liquido de la
dieta, se dejaron solidificar por 30 min bajo condiciones estériles. Los extractos fueron disueltos
en hexano o EtOH y colocados (35uL) en la superficie de cada pozo que contenia la dieta artificial
solidificada, se usaron 4 concentraciones de 4 plantas y dos controles (EtOH y hexano puros),
después, se esperd hasta evaporacion del disolvente. A cada pozo con dieta y extracto se le coloco
una larva neonata de primer estadio de S. frugiperda. Después de 7 dias de la aplicacion, se
contabiliz6 la mortalidad, longitud y peso de las larvas como se observa en la Figura 16. Todos
los tratamientos fueron controlados a una temperatura de 25°C con humedad al 80% (Garcia-
Gutiérrez et al. 2011). El porcentaje de actividad larvicida fue calculada como el numero de

larvas muertas tratadas sobre el total de larvas del tratamiento.

Placa con dieta + Medicion de
extracto masa y longitud

T W o 5 T

vameg

apmaay

Figura 16. Diagrama del bioensayo de S. grugiperda.

5.5. Actividad bioldgica de Piper auritum sobre el ciclo de vida de S. frugiperda
La metodologia de la actividad del ciclo biologico de manera general se presenta en la Figura 17.
Este estudio se realizd con el extracto etandlico crudo obtenido de las hojas deshidratadas de P.

auritum.

34



El estudio consistié en exponer a las larvas de primer estadio de S. frugiperda al extracto
seleccionado en concentraciones de 2, 9, 18 y 37 ug/cm?. El disefio experimental se realizd por
cuadruplicado siguiendo el procedimiento experimental descrito en el apartado anterior; los
controles fueron el agua esterilizada y el EtOH utilizado para solubilizar el extracto crudo. Las
larvas supervivientes expuestas durante 7 dias al extracto etandlico de P. auritum fueron
transferidas por separado a recipientes de plastico de 200 mL para continuar su crecimiento con
el mismo tipo de dieta artificial gelificada pero libre de fitoquimicos (da Silva et al. 2017). Las
larvas se observaron cada 12 horas hasta la metamorfosis en pupas. Las pupas se colocaron en
placas Petri de 5.7 cm de diametro, sobre un algodén humedecido con agua esterilizada. El
porcentaje de actividad pupicida se calculé con el nimero de adultos emergidos sobre el nimero
total de pupas formadas por 100. Los adultos emergentes se colocaron por parejas (macho y
hembra) en un recipiente de 1L, que se forré con papel de filtro y se cubri6é con un pafio para
permitir la entrada de aire. Los adultos fueron alimentados con agua azucarada al 10 %. Los
huevos depositados en el papel de filtro se retiraron del recipiente y se colocaron en una placa de
Petri previamente preparada con un algodén humedecido con agua esterilizada.

Los datos experimentales registrados para cada estadio de S. frugiperda fueron los siguientes:
numero de larvas vivas y muertas, tiempo necesario para que las larvas se conviertan en pupas,
namero de pupas, tiempo de pupacion, nimero de adultos que emergieron del estadio de pupay
el numero de huevos puestos por los adultos hembra. Ademas de esta informacidn, se registraron
las caracteristicas morfoldgicas de cada estadio de S. frugiperda. Esta actividad se llevé a cabo
mediante la observacion en un microscopio (Olympus CH30) a 10X y 20X.

El indice de actividad de oviposicion (OAI) se calculé como sigue (Soonwera y Phasomkusolsil

2017):
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La cuél NT es el numero de huevos en los tratamientos, y NC es el numero total de huevos en el
tratamiento de control. El indice de actividad de oviposicion oscil6 entre -1 y +1, indicando 0
una respuesta neutra. Los valores positivos del indice indicaron un efecto atrayente de los

extractos fitoquimicos y los negativos un efecto disuasorio.

Ciclo de vida de S.

Srugiperda

Figura 17. Diagrama general de la metodologia del ciclo biol6gico de S. frugiperda.

5.6. Estudio fitoquimico del extracto etandlico y hexanico de Piper auritum

Se realizé el estudio fitoquimico de los extractos etandlico y hexanico de Piper auritum obtenidos
en la Seccion 5.2. Para esto se usaron placas cromatograficas de silica gel 60 Fas4 (Analytical
Chromatography, Merck) de tamafio 2.5 x 5 cm. Los extractos se aplicaron en forma de puntos
con la ayuda de un capilar sobre la placa cromatografica. Posteriormente, se introdujo en la
camara cromatografica la cual previamente contenia la fase mévil correspondiente a la prueba
quimica, como se indica en la Tabla 8. Se tap0 y se dejo transcurrir el tiempo hasta que el eluyente
lleg6 a la linea marcada como frente de disolvente, enseguida, se saco la placa y se dejo secar

para continuar con las pruebas quimicas. Se prepararon dos placas cromatograficas por cada
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prueba, una para el extracto hexanico y otra para el extracto etanélico. Posteriormente, se realizo
el asperjado con los reveladores como se muestra en la Tabla 8 y se midieron las manchas en
cada placa para calcular los valores de Rf (factor de retardo). Para su calculo, se utiliza el cociente

entre la distancia recorrida por el compuesto (a 0 b) y la distancia recorrida por el eluyente usado.

Tabla 8. Condiciones de las pruebas quimicas aplicadas a los extractos etandlicos y hexanicos de P.

auritum
Metabolitos Fase movil Pruebas quimicas | Caracteristicas
(reveladores)
Alcaloides Hexano / EtOAc (96:4) Dragendorff Naranja/rojizo
Alcoholes Hexano / EtOAc (96:4) Vainillina Azul verdoso
Hexano / EtOAc (98:2) Calefaccion
Hexano (100)
Alcoholes secundarios y Hexano / EtOAc (96:4) Yodo Marrén
metilcetonas
Aminoécidos Hexano / EtOAc (96:4) EtOH Ninhidrina Mancha azul
(100) violeta
Calefaccion
General: ion fosfato Hexano / EtOAc (96:4) Molibdato cerico Azul oscuro
de amonio Calefaccion
Carbonilos: No aplica Fehling Precipitado rojo
aldehidos/cetonas
Hidroxilo: fenoles/taninos | Eter de petréleo / EtOAC/ ac. FeCly Azul oscuro
formico (40:60:1)
Terpenos Hexano / EtOAc (96:4) Liebermann- Azul verdoso
Burchard

(Jork et al. 1990; Garcia 2004; Kumar et al. 2007).

A continuacion, se presenta la metodologia para llevar a cabo cada prueba quimica.

% Alcaloides (Reactivo de Dragendorff).

Se asperjo el reactivo de Dragendorff sobre la placa cromatogréafica; la aparicion de manchas

color marrén indica la presencia de alcaloides (Kumar et al. 2007).

% Alcoholes: glucésidos cardiotonicos (Vainillina).

Se aplicé una solucién de vainillina sobre la placa a revelar, luego la placa se calenté a 100 °C;
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mancha violeta sobre la placa da positivo para compuestos terpénicos y manchas color azul
verdoso indica la presencia de glicésidos cardiotdnicos (Garcia 2004). La solucion de vainillina
fue preparada con 0.5 g de vainillina en 50 mL de EtOH al 95 % y posteriormente se agreg6 2.5

mL de &cido sulfurico concentrado.

¢+ Carbonilos: aldehidos/cetonas (Reactivo de Fehling).

1 mL del extracto se le agregd 1 mL del reactivo de Fehling A mas 1 mL del reactivo de Fehling
B, se llevd a bafio maria a 60°C por 5 min. Reactivo de Fehling solucion A: se disolvieron 0.4157
g de sulfato de cobre en 6 mL de agua. Solucion B: se pesaron 2.076 g de tartrato de sodio y
potasio mas 0.72 g de hidroxido de sodio disueltos en 6 mL de agua. Las soluciones se mezclan

justo antes de su uso (Garcia 2004).

¢+ Hidrocarburos aromaticos y /o insaturados (Yodo).
La placa se introdujo en el recipiente que contenia los cristales de yodo; mancha marrén sobre
fondo naranja, indica la presencia de compuestos aromaticos y/o insaturados. Se prepard
mezclando cristales de yodo con gel de silice y se guardo en un recipiente bien cerrado (Jork et

al. 1990).

% lon fosfato (Molibdato cérico de amonio)

Se asperja la solucion de molibdato cérico de amonio; la aparicion de manchas color azul oscuro
indica la presencia del ion fosfato. Se requiere calentamiento para su visualizacion. Para su
preparacion se afiadio sulfato de cerio (5 g) a una solucion de molibdato de amonio (25 g en 450
mL de agua) a 0°C y con agitacion. La solucion turbia de color amarillo brillante resultante se

agita vigorosamente y se agrega acido sulfurico (50 mL) lentamente durante 90 min. A
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continuacion, se deja que la solucion amarilla resultante alcance la temperatura ambiente (Jork
et al. 1990).

¢+ Aminoacidos (Ninhidrina),

Se asperj6 la solucion de ninhidrina sobre la placa, y se dejo evaporar antes de calentar la placa
a 100 °C por 5 min; mancha azul/violeta indica la presencia de aminoacidos y aminas. La solucion
se prepar6 con 0.75 g de ninhidrina en 50 mL de n-butanol y luego se afiadio 1.5 mL de acido

acético al 10% (Garcia 2004).

< Hidroxilo: fenoles/taninos (FeCl3)

Este revelador permite detectar la presencia de hidroxilos: taninos-fenoles, es positiva si se
forman manchas de un color azul oscuro. El reactivo en solucién se asperja sobre la placa y se
deja secar a temperatura ambiente. Se prepara con 0.5 g de cloruro férrico solubilizados en 50 ml

de agua destilada (Garcia 2004).

s Terpenos (Liebermann-Burchard).

Permite detectar la presencia de terpenos. La prueba es positiva si se forman manchas de color
azul verdoso. El reactivo, se prepard con 20 ml del reactivo de Liebermann-Buchard, 10 ml de
anhidro acético, 10 ml de CHCls3, 10 gotas de &cido sulfarico concentrado y una solucion acuosa
de cloruro férrico al 1% (Kumar et al. 2007). La mezcla se asperja sobre la placa y se deja secar

a temperatura ambiente.

Las placas se examinaron a la luz del dia y a la luz ultravioleta (254 nm y 366 nm) con la ayuda

de una lampara UV (entela VGL-25).
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5.7. Extraccioén y purificacién de metabolitos.

La metodologia de extraccion y purificacion de metabolitos, de manera general se presenta en la
Figura 18. Se colocaron 350g de polvo de hoja deshidratada de P. auritum en un recipiente ambar
de 4 L con 1.5 L de EtOH. La extraccidn se llevo a cabo cada 24 hrs, por cuadruple extraccion.
Los fitoquimicos en solucion se filtraron (filtro Whatman n° 3) y los filtrados de las cuatro
extracciones se unieron y se concentraron en un rotavapor (Biichi modelo R-124). El extracto
crudo se vertio en un vial color ambar de peso conocido y se almacend a -4°C hasta su uso
(Kimbaris et al. 2006). La masa seca de los fitoquimicos extraidos se determinaron por diferencia
de peso, como se muestra en la Ecuacion (2). Posteriormente, se tomaron 24 g del extracto
etanolico de P. auritum y fueron sometidos a extraccion con diferentes disolventes. Primero se
adiciono hexano (4 x 200 mL), posteriormente al residuo obtenido se le adicioné CHCI3 (4 x 200
mL), y al residuo de CHClsse le adiciond EtOAc (4 x 200 mL), y finalmente al residuo deEtOAc
se adicion6 agua (4 x 50 mL). Los extractos de cada disolvente por separado fueron filtados y
secados en un rotavapor. Después se tomaron 5000 ug/mL de cada una de las fracciones
obtenidas y fueron sometidas a bioensayos de actividad larvicida contra S. frugiperda como se
muestra en la Seccion 5.4. La fraccion con mayor actividad larvicida se sometié a cromatografia
en columna sobre silica gel de malla 60-200 y fue eluido con
hexano/EtOAc/acetona/CHCI3/EtOH. Las fracciones obtenidas se evaluaron su actividad
larvicida contra S. frugiperda. La fraccion mas toxica se volvié a someter a una columna y asi

sucesivamente hasta obtener un metabolito puro que fue -caracterizado por RMN.
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Figura 18. Estudio bioguiado del extracto etandlico de P. auritum.

5.7.1. Analisis de metabolitos mediante Resonancia Magnética Nuclear (RMN).

10 mg del compuestos puro separado por fraccionamiento en columna cromatogréafica fue vertido
en un tubo para Resonancia Magnética Nuclear (RMN), y mezclado con 0.5mL de cloroformo
deuterado (CDCIs). El analisis RMN se realizé en un equipo Bruker AVANCE 111 HD 300 MHz
Criosonda TCI 300 H-C/N-D de 5 mm. Para el compuesto se determinaron los espectros *H y
13C, los cuales fueron procesados con el sofware MestreNova. Los desplazamientos quimicos ()

se expresaron en unidades de ppm tomando como referencia la sefial del CHClz 7.25 ppm en los
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'H-RMN y a 77.0 ppm en los 3C-RMN. Las constantes de acoplamiento (J) estan reportadas en

Hertz (Hz) (Hoffman 2004).

5.8. Actividad larvicida de fraccién importante y metabolito aislado sobre S. frugiperda.
Para determinar la actividad larvicida de alguna fraccion o metabolito aislado, se lleva a cabo la
metodologia descrita anteriormente en la Seccion 5.4, con las concentraciones descritas en la
Tabla 9.

Tabla 9. Concentraciones aplicadas de fraccion y compuesto aislado.

Concentraciones (pg/cm?)

Fraccién/Compuesto 9,18,37y 92

5.9. Analisis estadistico

El rendimiento de los extractos se analizé mediante un disefio experimental mixto. Los efectos
analizados son los siguientes: tipo de solvente (hexano y etanol), tipo de hoja (fresca o
deshidratada) y especie de planta (C. odorata, P. umbellatum, M. azedarach y P. auritum).

El efecto larvicida de los extractos crudos y su impacto en la talla y peso de larvas fue analizado
mediante un disefio experimental mixto. Los factores analizados son los mismos mencionados
en el parrafo anterior (tipo de solvente, tipo de hoja y especie de planta), mas la concentracion
del extracto: 92, 184, 921 y 1842 nug/cm? al cual se expuso a las larvas primer instar de S.
frugiperda. Se realiz6 un total de 64 (4x2x2x4) experimentos por cuadruplicado, para lo cuél se
requirieron 3072 larvas (nimero de larvas: 12x4x64) y 144 larvas (12x4x3) para los controles
(agua, EtOH y hexano). Los valores reportados son la media de los resultados obtenidos en las
cuatro repeticiones.

La actividad bioldgica del extracto etandlico de P. auritum en el ciclo bioldgico de S. frugiperda

se determiné a partir de un disefio experimental de un factor a 4 niveles. Este estudio se realizé
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por cuadruplicado con 192 larvas (12 larvas 4 réplicas 4 concentraciones), que fueron expuestas
a los extractos de EtOH y 96 larvas para los controles (agua y EtOH). Los resultados presentados
son la media de las 4 réplicas. La diferencia entre medias se determino a partir de un ANOVA
de una via para p <0.05. La CL50 del extracto etandlico de P. auritum y de la fraccion 2 se
determinaron mediante el método Probit. Para los analisis estadisticos se utilizaron, software

Minitab e IBM® SPSS Statistics.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Identificacion y registro de los ejemplares.

Las especies de plantas colectadas para llevar a cabo el presente trabajo fueron identificadas
como: Piper umbellatum L, Piper auritum Kunth, Melia azedarach L y Cedrela odorata L, y
registradas con los nimeros 25944, 25975, 25945 y 25946 respectivamente en el Herbario “JES”

(Jorge Espinosa Salas) de la Universidad Auténoma Chapingo.

6.2. Determinacion de humedad total.

La humedad de las cuatro especies tanto en hojas deshidratadas como frescas se presenta en la
Tabla 10. Las hojas de las plantas de las especies Piper presentaron un mayor contenido de agua,
lo cual podria ser explicado por su estructura celular, conformada por capas de mesdéfilo
esponjoso y empalizado, ambas constituidas por una mayor cantidad de vacuolas (Zhang et al.
2014). En las hojas deshidratadas, el mayor contenido de humedad fue detectado en M. azedarach
y P. auritum y la diferencia podria ser atribuida a la presencia de agua ligada a la estructura de
las hojas (Badui 2006).

Los porcentajes de humedad obtenidos en este trabajo son congruentes a los reportados por otros
investigadores como se muestra en la Tabla 10.

Tabla 10. Humedad total en hojas frescas y deshidratadas.

Hojas Humedad material Humedad en material | Humedad reportada en
deshidratado (%£SD) fresco (%+SD) material fresco (%0)
P. umbellatum 9.2+0.45° 80.7+0.50? 60-80 (Pullaguari y Maura
2014: Saupi et al. 2021)
P. auritum 12.9+0.01° 78.8+0.49? 70-85 (Conde-Hernandez y

Guerrero-Beltran. 2014;
Stashenko et al. 2014)

M. azedarach 13.3+0.28? 68.3+0.07¢ 57-60% (VVenson et al.
2008; Chiffelle et al. 2009)
C. odorata 7.8£0.19°¢ 71.240.32° 76 (Ofori y Brentuo 2005)

SD=error estandar. ANOVA de una via. Los valores medios que no comparten letra igual son significativamente diferentes segun la prueba de
Tukey s (o = 0.05) para cada columna.
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6.3. Extraccion de fitoquimicos.

El rendimiento de los extractos de EtOH y hexano obtenidos de las hojas frescas y deshidratadas
de las cuatro plantas estudiadas se presenta en la Tabla 11. EI ANOVA mixto indica que existen
diferencias significativas en los rendimientos de extraccion de fitoquimicos debido al tipo de
solvente (F = 265.063; df = 1, 4; P <0.001), tipo de hoja (F = 169.736; df = 1, 4; P <0.001) y
especie vegetal (F = 31.762; df = 3, 12; P <0.001). También se encontraron diferencias
significativas en las interacciones dobles y triples de los factores: especie vegetal, tipo de
disolvente y tipo de hoja. En general, los rendimientos de las hojas deshidratadas fueron mayores
en una relacion promedio de 1.7+0.9 (n = 48) en comparacion con los obtenidos de hojas frescas.
En cuanto a los disolventes, el EtOH favorecio la extraccién de los fitoquimicos de las plantas
Meliaceae en una relacion promedio de 3.8+1.2 (n = 24). Los mayores rendimientos de extraccion
obtenidos con el EtOH, podria asociarse a la afinidad de este solvente con un mayor nimero de
metabolitos, si se compara con el solvente hexano (Tabla 4 de la Seccidn 1.3). En el caso de las
dos especies de plantas Piperaceae, el cambio de disolvente no mostré diferencias importantes
en lo que respecta al rendimiento de extraccion, excepto para las hojas frescas de P. auritum que

se extrajo el doble de metabolitos (proporcion media de 2.2 + 0.2, n = 12) con EtOH.

Tabla 11. Rendimiento (% medio (wt./wty) en materia seca) de fitoquimicos extraidos con hojas frescas
y deshidratadas de plantas Meliaceae y Piperaceae.

Disolvente Hojas Meliaceae Piperaceae
C. odorata M. azedarach P. auritum | P. umbellatum
% + SE % + SE % + SE % + SE
EtOH Fresca 67i04b 62i13b 3.410.02(1’e 5.210.5b’c'd
Deshidratada 11+0.52 4.2+0.6°4 59+09° 6.340.7"
Hexano Fresca 1.3+0.19' 1.420.1° 1,6+0.1"° 5.2+0.1"°
Deshidratada | 3.5£0.2%° 17401 54103 |  65+0.1°

SE=error estandar; wt.=peso del extracto; wtn=peso de la hoja de la planta. ANOVA de tres vias. Los valores
medios (= SE) que no comparten letra igual son significativamente diferentes segun la prueba Tukey s (o = 0.05).
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En general, la eficiencia de extraccion de metabolitos esta relacionada con el contenido de
humedad en la muestra, el solvente extractor utilizado, y la disponibilidad de los metabolitos en
el material vegetal (Azmir et al. 2013).

Los rendimientos calculados en el presente trabajo estan dentro del rango de valores (0.46-11.8
%) reportado por Wan et al. 2011 y Soberén-Risco et al. 2012, quienes utilizaron una mezcla de
solventes (CH2Cl2: MeOH (2:1)) y EtOH (96%), respectivamente, para extraer fitoquimicos de
las espigas, hojas y tallos deshidratados de P. tuberculatum y de hojas deshidratadas de P.

auritum.

6.4. Andlisis por GC-MS de los metabolitos.

El programa cromatografico implementado permiti6 identificar 81 compuestos en los extractos
de EtOH y 105 en los extractos de hexano. Del total de 186 compuestos identificados, 20 fueron
identificados en ambos extractos como se muestran en las Tablas 12 y 13. Los compuestos
extraidos se clasificaron dentro de los grupos de monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos,
triterpenos, fenilpropanoides, alcoholes, alcanos, alquenos, aldehidos, ésteres y acidos grasos. La
clasificacion de los grupos de compuestos aqui obtenido es similar a la reportado por Pineda y
col. 2012, asi como también el porcentaje de fenilpropanoides (60.2%) en el extracto de hexano
de P. auritum (Anexo 1). Los compuestos clasificados como alquenos se extrajeron Unicamente
con EtOH y los ésteres solo con hexano. Es importante mencionar que el nimero de &cidos grasos
extraidos fue mayor cuando se utiliz6 hexano que al usar EtOH. Asi mismo, Gonzélez-Jiménez
y col. 2010, observaron que extractos de hexano son ricos en acidos grasos poliinsaturados y los
extractos de MeOH, por ser un disolvente polar, son ricos en compuestos fenolicos. En las Tablas
12 y 13 se observa que, algunos compuestos de las plantas Piperaceae fueron mejor extraidos con
hexano que con etanol. Por ejemplo: el B-cubebeno fue extraido en un 22.4% de P. umbellatum
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al usar hexano, y en un 2.5% cuando se utilizo EtOH. De igual manera, el &cido dihomo-y-
linolénico aumentd del 4.9% al 8.2% cuando se utilizé hexano como solvente extractor. Otro
ejemplo, es el del safrol extraido de las hojas deshidratadas de P. auritum, el cual fue extraido en
un 32% al usar EtOH y en un 53% al usar hexano. En resumen, el nimero de metabolitos
extraidos con EtOH fue inferior al nUmero de metabolitos extraidos con hexano, lo cual es
congruente con lo reportado con Hossain y col. (2013), quienes observaron que conforme se
aumenta la polaridad de los solventes es menor el nimero de metabolitos volatiles extraidos.

La concentracion en porcentaje reportada en las Tablas 12 y 13 se determin6 con respecto al area

total bajo la curva como muestran los cromatogramas en las Figuras 19 al 22.
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Compuestos | C. odorata M. P. P.
fitoguimicos azedarach | auritum | umbellatum
Area (%) | Area (%) | Area (%) | Area (%)
Monoterpenos
2,6-Dimetil-2-cis- - - - 1.293
6-octadieno
Mentol 0.999 1.965 - -
Sesquiterpenos
B-Cariofileno 0.470 1.064
B-cis-Cariofileno 4.697 - - 1.304
B-Cubebeno - - - 2.485
5-Cadineno 0.464 - - 1.194
- 14.189 - - -
Sesquifelandreno
y-Muuroleno 13.825 - - -
B-Bisaboleno 6.810 - - -
Farneseno 3.396 - - -
5-Elemeno 3.174 - 0.785 -
Farnesol - - 1.099 -
Espatulenol - - 1.062 1.027
Acetato de 1.562 - - -
farnesilo
Ledol 1.159 - - -
Himachaleno 0.385
Nerolidol 0.661 0.576
Oxido de 0.602 0.828
Cariofileno
Aromadendreno 0.408 0.510
a-cadinol 0.621
Germacreno 0.840
7-epi-a-Cadineno 0.987
(+)-y-Gurjuneno 0.500
a-cadineno 0.582
Diterpeno
Fitol - 5.861 2.344 5.932
Acido retinoico 0.652
Triterpeno
Escualeno - - 1.856 -
Tetraterpeno
a-caroteno 0.750
Fenilpropanoide
Safrol 1.798 1.576 32.099 0.753

Tabla 12. Compuestos identificados en extractos crudos de EtOH de las cuatro especies vegetales.
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Continuacion de la Tabla 12.

Alcohol

1-Heptadecanol - - 4.205 -
1-Hexadecanol - 1.103 2.104 -
1-Tetradecanol - - - 1.737
B-naftol - - - 2.023
Z-2-Dodecenol 3.854 7.920 - 0.448
Naftalenol 0.379

2-nonen-1-ol 0.750
Aldehido

Tetradecanal - - - 5.388
(2)-7-Hexadecanal 0.531

Alcano y alqueno

1-Octadeceno - - 3.475 -
9-Eicosano 0.900
1-Ciclopentil-4-n- 1.066
octildodecano

Acidos grasos

acido Dihomo-y- 0.372 0.526 - 4.920
linolénico

Acido cis-linoleico 0.955 0.450 0.892 0.478
acido hexadecanoico 5.042 4,972 - 4.745
Acido tras-traumatico 0.414 0.557 - 0.750
acido octadecanoico 0.428 - 0.955 1.711
Linoleato de metilo 2.667 4,244 - -
Acido pentadecanoico 1.326 1.390 - -
Acido docosahexaenoico | 0.869 1.290

NUmero de picos 30 13 14 27
(porcentaje del nimero metabolitos | metabolitos metabolitos | metabolitos
total de picos) (77.0%) (32.7%) (53.6%) (44.2%)

(-) Significa que no se ha observado el compuesto fitoquimico.
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Tabla 13. Compuestos identificados en los extractos de hexano de las cuatro especies.

Compuestos C. odorata M. P. auritum P.
fitoquimicos azedarach umbellatum
Area (%) Area (%) Area (%) Area (%)
Monoterpenos
Terpinoleno 0.665 - 1.243 -
Acetato de geraniol - 1.332 - -
Sesquiterpenos
B-cis-Cariofileno 5.736 - 2.548 2.960
Oxido de cariofileno 1.068 - 0.853 3.068
-Cubebeno 13.250 - 1.536 22.429
5-Elemeno - - 3.400 -
(-)-B-Elemeno 3.711 - - -
v- Elemeno 1.110 - - -
Farnesol - - 1.283 -
Espatulenol 0.800 0.496 2.384 0.973
Acetato de farnesilo - - 1.148 -
Ledol 1.141 - - -
Nerolidol - 0.584 5.015
Copaeno 0.627 0.892 0.618
a-Selineno 0.497
a-Cariofileno 0.790
Azuleno 0.776
6-Cadineno 0.475
Viridiflorol 0.593 0.902
Eudesm-11-en-1-ol 0.468 0.416
Acetona 0.798
hexahidrofarnesilo
Metropreno 0.617
y-cadineno 0.618
B-Farneseno 0.616
a-amorfeno 0.675
Trans nerolidol 0.894
a-Muurolol 0.655
Diterpenoides
Fitol 10.106 15.94 1.446 3.313
Geranilgeranilo 0.658
Triterpeno
Escualeno - - 1.125 -
Colestano 0.960
Fenilpropanoide
Safrol 1.246 12515 53.002 2.162
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Continuacion de la Tabla 13.

Alcohol

1-Heptacosanol

1.116

1-Tetradecanol

3.381

3,7,11-Trimetil-1-dodecanol

1.313

Docosanol

0.919

Aldehido

(2)-11-hexadecanal

0.860

Ester

(Z,E)-Tetradeca-9,12-dienilacetato

1.208

Anhidrido-2-dodecen-1-il succinico

0.658

0.808

0.644

Estearato de etilo

2.964

El di-n-octilftalato

0.766

Alcanos

Tetratetracontano

9.253

3-etil-5-(2-etilbutil) octadecano

3.049

4-Metiltridecano

2.486

1-Ciclopentil-4-n-octil dodecano

0.872

Cloro hexadecano

Acidos grasos

Acido a-linolénico

18.108

29.735

Acido oleico

0.798

1.832

Acido estedarico

1.392

4.912

Acido dihomo-y-linolénico

0.497

8.221

Dipalmitina

2.369

Araquidato de metilo

1.690

Linoleato de metilo

Acido pentadecanoico

0.530

1.085

0.792

Acido palmitico

7.160

17.748

Palmitato de etilo

2.330

Acido linoleico

0.808

0.436

Acido hexadecanoico

0.579

Acido octadecanoico

0.519

NUmero de picos (porcentaje del nimero
total de picos)

30
metabolitos
(88.8%)

18 metabolitos
(89.9%)

25
metabolitos
(87.1%)

32 metabolitos
(87.2%)

(-) Significa que no se ha observado el compuesto fitoquimico.

Las Figuras 19 y 20, muestran los compuestos identificados en los extractos etanolico y hexanico

de las hojas deshidratadas de las plantas M. azedarach y C. odorata. Estas incluyen la estructura

de los compuetos mayoritarios extraidos con los diferentes solventes, de las diferentes plantas.

En los extractos etandlicos y hexéanicos de C. odorata, el B-sesquifelandreno (14.189%; EtOH)

y el acido a-linolénico (18.108%; hexano) fueron identificados como los compuestos
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mayoritarios. Investigadores como Liang y col. (2016), observaron que el B-sesquifelandreno
presenta una toxicidad de contacto del 50%, en Liposcelis bostrychophila (piojos de los libros)
en una concentracion de 58.75 pg/cm. Ramos-Ldpez y col. (2012) observaron que el 4cido
linolénico a una concentracién de 849 ppm mata el 50% de las larvas de S. frugiperda. Con
respecto a los extractos de M. azedarach, el Z-2-Dodecenol (7.9 %; EtOH) y el acido a-linolénico
(29.7 %; hexano) fueron los metabolitos mayoritarios. Investigadores como Sen y Brata (2012)
observaron del extracto metandlico de hojas de M. azedarach a la quercetina (16.5 %), acido
palmitico (15.5 %) y fitol (11.4 %) como compuestos mayoritarios. Los compuestos principales
identificados en este trabajo coinciden con lo reportado por Sen y Brata, excepto en lo que
respecta a la quercetina, no identificada en el presente trabajo. Asi mismo, Costa-Leonardo y
Haifig (2010), reportaron que el dodecenol es una feromona del rastro que usan algunas termitas

y la actividad del acido a-linolénico ya descrita anteriormente.
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Figura 19. Cromatogramas de los extractos etandlicos crudos obtenidos de hojas deshidratadas de las
plantas A) C. odorata; B) M. azedarach.

53



Scan El+
A) C. odorata g 2 2 TIC
w m)k/\/\/\/\/\%\/\/\ © o 1.14e10
(a) Acido linolénico - (a) T T
Tl x :
(b) B-Cubebeno / H%\ \ 2
(c) Fitol i‘ﬁ',
(b) o &
N
m 3
I~ -
(o)1 )\/\/L/\/k/\)\/\u g |[lm
=2 < -
0 © (c) "-' S
==} ‘ o N
o o ‘130 R
‘w ; mF"—EBJ\ mm mmg N|‘|m | |||£5 |
- ~2|c& o g Nog RO TNl oG
-g.gg Npwoq § No 2 o HE \= Nﬁm‘:—’?i e Ly o :or'giﬂ&m'\.b' L
0 I e B N N O L O B N S e e _
R B R AR L L R L B B I I IR I A AN R
4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00
Ip Scan El+
B) M. azedarach 8 TIC
& 8.86e9
(a) Acido linolénico Ho)k/\/\/\/\/\/\/\/\ ¢ a
° (]
(b) Acido palmitico or 2
o
(c) Fitol )\/\/L/\/L/\/K/\OH ‘ @
% 3 % g
~ o
| | o =&
\ H HiPs: El% |
‘ © |5 (e,
- 02 -~ ] | -
Senmenpse|toens 204 Banesaengy g ey idnsls | R JAL
oS bics) Crasa SSSF FeIdeeIInE F BRialos VN |
I B A I e B I I B S I I I R BN AR A AS Raann Ranan nanaa L1
4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00

Figura 20. Cromatogramas de los extractos hexanicos crudos obtenidos de hojas deshidratadas de las
plantas A) C. odorata; B) M. azedarach.

En las Figuras 21y 22, se observa que en los extractos de P. auritum, el safrol (32 %; EtOH y 53
%; hexano) fue el compuesto mayoritario. Algunos autores han reportado que el safrol,
miristicina y fitol son los compuestos mayoritarios tanto en el extracto como en el aceite esencial
de P. auritum (Rios et al. 2007; Conde-Hernandez y Guerrero-Beltran 2014), lo cual corrobora
nuestros resultados. En un estudio previo realizado por Bhardwaj y col. 2010, estos autores
mencionan que en una concentracion de 5000 mg/ml, el safrol present6 una mortalidad del 100%
en contra de larvas de Spodoptera litura.

En los extractos de P. umbellatum, el fitol (5.9 %; EtOH) y el B-cubebeno (22.4 %; hexano)

fueron los compuestos mayoritarios. En lo que respecta a los extractos de esta planta,
54



Arunachalam y col. (2020) reportaron la extraccion del fitol en una concentracién del 32%,
aunque usando una solucion etandlica al 70%; otro compuesto mayoritario reportado por los
mismo autores y dentro del msmo extracto es el 3,4-metilendioxipropiofenona (27%). En lo
concerniente a la actividad insecticida del fitol, Mahesh y col. (2016) encontraron que a una
concentracion de 2.5 ppm genera el 100% de actividad antialimentaria en larvas de S. litura y al
aumentar la concentracion a 42.40 ppm provoca su mortandad en un porcentaje del 90% .
Respecto al B-cubebeno, Mathew y Thoppil (2011) lo identificaron como compuesto mayoritario
(22.9%), junto con el cariofileno (12.99%) en el aceite esecial de Salvia splendes "Blue Ribbon”
De este aceite se requirieron 133 ppm para matar el 90% de larvas de A. albopictus.

La diferencia de metabolitos en la misma especie de planta se debe a las condiciones de cultivo,

suelo, clima, técnica de extraccion, disolvente, etc (Soberon-Risco et al. 2012).
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Figura 21. Cromatogramas de los extractos etandlicos crudos obtenidos de hojas deshidratadas de las

plantas A) P. auritum and B) P. umbellatum.
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Figura 22. Cromatogramas de los extractos hexanicos crudos obtenidos de hojas deshidratadas de las
plantas A) P. auritum and B) P. umbellatum.

6.5. Estudio fitoquimico de los extractos de EtOH y hexano de Piper auritum

Factores de retardo (Rf) de los metabolitos extraidos con los disolventes de EtOH y hexano, se
presentan en la Tabla 14, asi como en el Anexo 2. Los diferentes valores de Rf en la Tabla 14,
muestra la variedad de fitoquimicos presentes en P. auritum y da informacién sobre el tipo de
solventes méas adecuados para realizar el fraccionamiento de éste. En el caso de los extractos de
hexano, bajo luz UV a X= 365 nm, el nimero de manchas es mayor en comparacion con las
observadas bajo la luz del sol. En el caso del extracto de EtOH se observa un nimero similar de

manchas a la luz del dia que bajo luz UV a A= 254 y 365 nm. En el Anexo 2, se presentan las
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fotos de las placas cromatogréaficas reveladas, correspondientes a cada estudio. Estos resultados
estan relacionados con la afinidad que tiene los disolventes, como ya se menciono anteriormente
el EtOH, tiene mas afinidad con un mayor nimero de metabolitos (Tabla 4 de la Seccion 1.3).

Tabla 14. Valores de Rf de los metabolitos contenidos en los extractos de hexano y EtOH de Piper

auritum
Mancha Placa (a) Placa (b) Placa (c)
Luz del UV 254 nm UV 365 nm
dia
Extracto hexanico
1 0.85 0.85 0.85
2 0.225 0.475 0.7
3 - 0.225 0.575
Valor 4 - - 0.475
de Rf 5 - - 0.0125
Extracto etanoélico
1 0.8 0.9 0.9125
2 0.75 0.85 0.8
3 0.6625 0.8 0.65
4 0.6 0.7 0.575
5 0.55 0.6 0.5
6 0.45 0.45 0.475
7 0.325 0.35 0.15
8 0.275 0.11 -

6.5.1. Tamizaje fitoquimico

Los grupos de metabolitos identificados en los extractos hexanicos y etanolicos por TLC, asi
como su abundancia, se presentan en la Tabla 15. Alcoholes, iones fosfato e hidrocarburos
aromaticos fueron extraidos mayoritariamente con el hexano, en tanto que compuestos
clasificados como alcaloides, aminoacidos e hidroxilos, con el etanol. Compuestos identificados
como aldehidos y cetonas, no se expresaron en el andlisis por TLC con ninguno de los dos tipos
de extractos. Este tipo de analisis permitio complementar el analisis de extractos realizado por

CG-MS (Tablas 12 y 13).
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El tamizaje por TLC del extracto hexanico de P. auritum, (Tabla 15 y el Anexo 3) mostro la
presencia de 6 metabolitos, siendo 3 los mas abundantes. La presencia de 7 metabolitos fue
identificada en el extracto etandlico de P. auritum y 4 fueron los mas abundantes en comparacién
con los identificados con hexano. Estos resultados fueron corroborados con lo reportado por
Valdivia y col. (2018) y Carmona-Hernandez y col. (2014) quienes realizaron el tamizaje
fitogquimico de un extracto de P. auritum obtenido con EtOH al 90%. Los grupos de compuestos
mayoritarios reportados por estos autores son los siguientes: terpenos, cumarinas y flavonoides.
Cabe mencionar que propiedades medicinales, insecticidas y antimicrobianas de metabolitos

extraidos de P. auritum han sido reportadas por Valdivia et al. 2018 y Salleh 2020. .

Tabla 15. Anélisis fitoquimico de los extractos de hexano y EtOH de las hojas de P. auritum.

Metabolitos Hexanico (A) Etanolico (B)
Alcaloides (+) (+1)
Alcoholes (+++) (+4)
Aminodcidos (+) (+4)
General: ion fosfato (+++) (+4)
Grupo carbonilo: Aldehidos y cetonas () )
Grupo hidroxilo: Fenoles y taninos (+) (+4)
Hidrocarburos arométicos (++) (+)
Terpenos () (+)

Presencia del metabolito secundario con un didmetro de 2.5 mm; (++) Presencia del metabolito secundario con un
didmetro de 5 mm; (+++) Presencia del metabolito secundario con un didmetro de 10 mm; (-) Ausencia del
metabolito secundario.

6.6. Actividad larvicida

El ANOVA mixto de la mortalidad de S. frugiperda por efecto del tipo de hoja (F = 66.128; df =
1, 15; P < 0.001), el disolvente (F = 1415.061; df =313 1, 15; P < 0,001), y la especie vegetal (F
=349.028; df=312, 3, 13; P <0.001) de los extractos ensayados mostraron un efecto significativo
seglin la correccion de trazos de Pillai para o < 0.05 y el ANOVA mixto de la triple interaccion

entre la especie vegetal, el disolvente y la concentracion de extracto fue significativo con los

59



siguientes parametros estadisticos F=5.322; df=12, 45; P < 0.001. De manera general, la Figura
23 muestra que la concentracion ejerce el mayor efecto en relacion con la mortalidad larval
seguida de la especia vegetal y del tipo del disolvente. El tipo de hoja tuvo poco efecto en el

porcentaje de mortalidad.

Medias de datos

Especie-vegetal Hojas Concentracion (ug/cm2) Disolvente

Media
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Figura 23. Gréfica de efectos principales para la mortalidad (%).

De manera particular, en la Figura 24, se presenta cada uno de los factores con las interacciones
de todas las variables trabajadas. Por ejemplo, el tipo de solvente, los extractos etandlicos
obtenidos de las hojas frescas y deshidratadas de las plantas estudiadas mostraron una mayor
actividad (mortalidad media de 76.2 = 32.6%, n = 160) sobre las larvas de S. frugiperda que los
extractos de hexano (mortalidad media de 48.6 = 35.9%, n = 160) obtenidos de las mismas
plantas. Por otro lado, conforme aumenta la concentracién mayor es el porcentaje de mortalidad,
es decir a concentraciones 1842 y 920 ng/cm? los extractos de las tres plantas ensayadas controlan
S. frugiperda aproximadamente al 100%. También, se observa que en las dos concentraciones
mas bajas de 92 y 184.2 ug/cm?, la actividad larvicida disminuye al 20% para ambas plantas
Piperaceae, y también para el extracto de hexano obtenido de las hojas frescas de C. odorata. De

igual manera, se observa que el tipo de especie vegetal influye en el porcentaje de mortalidad y
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que C. odorata y P. auritum a la concentracion mas baja estudiada (92 pg/cm?), presentan
porcentajes de mortalidad de 97.9 y 91.7 respectivamente, valores similares al porcentaje de
mortalidad del control positivo (M. azedarach). Se conoce que estas plantas pertenecen a familias
con actividad insecticida (Nogueira et al. 2020; Salleh et al. 2020).
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Figura 24. Mortalidad (media (%) = SE) de larvas de primer estadio de S. frugiperda por efecto de la
concentracion (pg/cm?) de extractos fitoquimicos obtenidos con EtOH y hexano de hojas deshidratadas
(HD) y frescas (HF) de cuatro plantas diferentes. La correccion de Pillaie indica las diferencias en la
mortalidad de las larvas debidas a los factores principales (concentracion del extracto, disolvente, tipo de
hoja y especie de planta). Las interacciones dobles, triples y cuéddruples fueron significativamente
diferentes, siendo las Unicas excepciones las interacciones dobles especie vegetal-hojas y hojas-
disolvente. La diferencia entre medias se determiné mediante la prueba de Bonferroni para una p < 0.05.

El presente estudio, muestra que los extractos etanélicos de las hojas deshidratadas de P. auritum
y C. odorata fueron los que presentaron mayor actividad tdxica en contra de S. frugiperda. La
concentracion letal de 5000 g/mL (92 pg/cm?) es alta, pero nos permitio seleccionar la planta con
potencial bioinsecticida, ademas de que las concentraciones letales de los extractos crudos suelen
ser altas. Por ejemplo; Bullangpoti y col. 2012 reportaron que 12000 g/mL de un extracto

etandlico de las hojas deshidratadas de M. azedarach fueron necesarios para alcanzar el 100% de



mortalidad en las larvas de tercer instar de S. frugiperda. El efecto toxico, lo atribuyen a los
triterpenoides como bakayanina, meliacarpininas y azadiractina que causan actividad
antialimentaria, regulan el crecimiento, afectan la actividad del NADPH-citocromo c reductasa
y de la colinesterasa en S. frugiperda. En este estudio, C. odorata fue una de las plantas que
presentd mayor actividad larvicida, esto se debe quiza a la presencia de sesquiterpenos,
limonoides y triterpenos que se han identificado de esta planta como mayoritarios (Seccidn
1.2.4.1.1). Ademas, los resultados de GC (Tabla 12 y Figura 19) muestran al -sesquifelandreno
(14%) y el y-muuroleno (13.8%) como los metabolitos mayoritarios y pertenecen al grupo de los
sesquiterpenos. Por lo tanto, la congruencia de lo reportado por Bullangpoti y col. 2012 y los
resultados obtenidos es este trabajo son la toxicidad las plantas y la presencia de terpenos. En
cuanto a la actividad insecticida de plantas del género Piper, Lucena y col. 2017 reportaron
porcentajes de mortalidad del 31% en larvas de S. frugiperda expuestas a 15000 g/mL de un
extracto etanodlico de hojas deshidratadas de Piper aduncum L. (Piperaceae), los autores
mencionan que el efecto toxico podria deberse a la presencia de apiol, compuesto mayoritario
del extracto de Piper aduncum. La concruencia de lo reportado por Lucena y col. 2017 y lo
reportado en este trabajo para P. auritum, es que en ambos estudios los extractos presentan como
compuestos mayoritarios a los fenilpropanoides. También, Celis y col. 2014 informaron
porcentajes de mortalidad del 80.3% en larvas de segundo instar de S. frugiperda expuestas a
extractos etandlicos de Piper arboreum Aubl. (Piperaceae), Piper el-bancoanum Trel. y Yunck
(Piperaceae) en concentraciones de 50 y 200 g/mL. Las toxicidades se atribuyen a las amidas del
tipo isobutil, pirrolidina, dihidropiridina y piperidina. De las dos especies Piperaceae analizadas
en este trabajo, P. auritum mostr6 mayor actividad larvicida contra S. frugiperda. Esta actividad
se debe quiza a la presencia de safrol (Tabla 12), aunque también se sabe que el safrol no

representa el 100% de mortalidad, ya que el extracto hexanico de P. auritum contiene una
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concentracion mayor de safrol (Tabla 13) y no present6 un porcentaje de mortalidad superior.
Sin embargo, se sabe que el safrol actia como sinergizante de alcaloides y terpenos (Bakkali et
al. 2008), metabolitos presentes en el extracto etandlico de P. auritum identificados por TLC
(Tabla 15). Ademas, Scott y col. (2005) mencionan que especies de la familia Piperaceae

presentan toxicidad contra insectos debido a la presencia de isobutil amidas.

6.6.1. Disminucion del peso y longitud larval

Las larvas supervivientes expuestas a los extractos de EtOH y hexano mostraron un acortamiento
en su tamafio y pérdida de peso (Figuras 26 y 27). EI ANOVA mixto indicé diferencias en el
tamario de las larvas por efecto de los siguientes factores principales: especie vegetal (F=57.348;
df=3,13; P <0.001), tipo de hoja (F=66.933; df=1,15; P <0.001), disolvente (F=399.599; df=1,15;
P<0.001) y concentracion (F=548.915; df 356 =4,15; P<0.001); las interacciones dobles, triples
y cuadruples entre los factores tambien mostraron diferencias significativas, excepto la
interaccion doble entre la especie vegetal y el disolvente (F=0.987; df =3,13; P=0.429).

En la Figura 25a y b, se muestra que el factor concentracion ejerce el mayor efecto sobre la
longitud larval y el peso. 1842 ug/cm? provoca un acortamiento de la longitud y peso. El tipo de
disolventes es la segunda variable en mostrar efecto sobre la longitud y el peso. EI EtOH muestra
un acortamiento y disminucién del peso mayor con respecto al hexano. El tipo de especie también
ejerce efecto sobre la longitud y peso. El extracto de P. auritum y M. azedarach fueron los que

presenta mayor acortamiento y menor peso larval. Ambas graficas se observan muy similares.
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Figura 25. Efectos principales para (2): el peso (mg) y (b):la longitud (mm) en larvas.

En la Figura 26, se observan los efectos que tienen las interacciones de los factores con respecto
a la longitud. Las interacciones especie vegetal, concentracion y el solvente, son los factores que
mas afectan a la longitud. EI EtOH provoca un mayor acortamiento larval del 47.4%, y las
concentraciones de 921 y 1842 ng/cm? presentaron mayor efecto sobre la longitud de las larvas
con ambos disolventes (hexano y EtOH), siendo méas notorio con EtOH. También de las tres
plantas analizadas C. odorata y P. auritum presentan una reduccion larval similar al extracto

control (M. azerach) y, por ultimo, el tipo de hoja hace que el acortamiento larval sea mas notorio.
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Medias de datos
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Figura 26. Longitud (media (mm) = SE) de larvas de S. frugiperda expuestas durante siete dias a extractos
fitoquimicos obtenidos con disolventes de EtOH y hexano de hojas deshidratadas (HD) y frescas (HF) de
cuatro plantas diferentes. EI ANOVA mixto indic6 diferencias en el tamafio de las larvas por efecto de
los factores principales (concentracion de extracto (ug/cm?), disolvente, tipo de hoja y especie de planta)
y sus interacciones dobles, triples y cuadruples, siendo la interaccion doble entre los factores especie de
planta y disolvente la excepcion. La diferencia entre medias se determindé mediante la prueba de
Bonferroni para una p < 0.05.

La variacion de peso en las larvas expuestas a los diferentes extractos fue congruente con sus
respectivas variaciones de tamafio antes mencionado. Los factores concentracion del extracto
(F=275.148; df=4,15; P<0.0001) y disolvente (F=69.302; df=1, 15; P<0.001) produjeron el
mayor impacto en el desarrollo de las larvas. Sin embargo, aunque el ANOVA mixto del peso de
las larvas mostro diferencias significativas, éstas fueron escasas para los efectos intrasujeto
probados, con valores de F en el rango de 2.514 y 23.869, para una P<0.039.

Por lo tanto, en la Figura Figura 27 las interacciones entre el material vegetal, solvente y
concentraciones son los que presentan mayor efecto sobre el peso larval. Con los extractos de

EtOH a la concentracion mas alta (1842 pg/cm?), el peso de las larvas de S. frugiperda fue
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cercano a cero para el control (M. azedarach); sin embargo, a 92 y 184.2 pg/cm?, el peso de las
larvas fue de alrededor del 50% en comparacion con el peso del control negativo.

Medias de datos
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Figura 27. Peso (media (mg) + SE) de larvas de Spodoptera frugiperda expuestas durante siete dias a
extractos fitoquimicos obtenidos con disolventes de EtOH y hexano de hojas deshidratadas (HD) y frescas
(HF) de cuatro plantas diferentes. EI ANOVA mixto indicé diferencias en el tamafio de las larvas por
efecto de los factores principales (concentracion de extracto (ug/cm?), disolvente, tipo de hoja y especie
de planta) y sus interacciones dobles, triples y cuéadruples, siendo la interaccion doble entre los factores
especie de planta y disolvente la excepcidn. La diferencia entre medias se determind mediante la prueba
de Bonferroni para una p < 0.05.

La reduccion de tamafio y la pérdida de peso son algunos de los efectos reportados en larvas de
S. frugiperda expuestas a fitoquimicos. En la literatura, se encontré que 1000 pg/ml de saponinas
de Gypsophila, Glycine max y Quillajo saponaria, a pesar de no presentar mortalidad en larvas
de S. frugiperda primer instar, si inhibieron el crecimiento en aproximadamente 20-50% (Dowd
et al. 2011). De la misma manera, Macleod y col. (1990), mencionan que la meliatoxina Az a
400-500 pg/ml redujo la ingesta en un 80% aproximadamente y que el peso se redujo de 144 mg

(control) a 39 mg en larvas de S. litura. Los autores atribuyen la disminucién del peso (73%), a
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la baja tasa de consumo. También Scapinello y col. (2014) informaron de un acortamiento en el
tamafio del 58 % y una disminucion del peso en un 92% en larvas de S. frugiperda, expuestas a
5000 pg/ml de un extracto de frutos de M. azedarach. La reduccion del peso y longitud se asocia
a la actividad antialimentaria que genero el extracto y también a que promueve la activacion del
citocromo P-450, un mecanismo de degradacion de compuestos toxicos y por lo tanto se desvian
los recursos energéticos que generalmente se utilizan para el aumento de la biomasa de las larvas.
Asi mismo, Céspedes y col. (2000) informaron de un acortamiento del 47 % y pérdida de peso
en un 92%, generado por gedunina, un triterpenoide extraido de Cedrela dugessi S. Watson y
Cedrela salvadorensis Stadl. Por Gltimo, Cardenas y col. (2012), alimentaron larvas neonatas de
S. frugiperda con 1000 pg/ml de extracto de hojas de Bursera copallifera y mostrd una reduccion
de peso y tamafio del 73% y 35% respectivamente. También reportaron que la acetilcolinesterasa
de S. frugiperda fué inhibida por extractos de B. copallifera de MeOH (1C50=367 pg/ml) y de
EtOAc (IC50=397 ng/ml). El acortamiento y la pérdida de peso de las larvas tratadas con
921pg/cm? de extracto de P. auritum y M. azedarach en este trabajo mostraron valores similares
a lo reportado por Céspedes y col. (2000), Cardenas y col. (2012) y Scapinello y col. (2014).
También los autores concuerdan en que estos efectos se deben principalmente a la actividad

antialimentaria, asi como también a la activacion del citocromo P-450.

6.7. Actividad bioldgica de P. auritum sobre el ciclo de vida de S. frugiperda

La fisiologia normal de S. frugiperda se presenta en la Figura 28, en esta se observan larvas de
25-28 dias de edad con longitud de 2 a 3 cm, con colores de tonalidades beige-gris con puntos
color café y de cuticula bien formada. Las pupas presentan un tamafio de 1.5 a 2 cm, de colores

de rojo a café acaramelado de un tono brilloso y textura suave. Las mariposas o palomillas
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presentan colores y tonalidades de café claro a gris, cubierta de vellos en todo el cuerpo. Los

huevecillos son esféricos de color blanco cristalino.

Adulto: 9.9+0.95 dias

Huevo: 3 dias

Pupa: 11.0£0.65 dias

D | Ciclo: 43.3+4.13 %

| Larva: 19.5:1.02 dias |

Figura 28. Ciclo de vida de S. frugiperda control.

Las concentraciones de 2-37 pg/cm? de extracto de P. auritum etandlico aplicadas a larvas de S.
frugiperda por ingesta, después de los 7 y 28 dias mostraron una mortalidad entre el 21 y el 81%,
como se muestra en la Figura 29. A 2 ug/cm? no present6 diferencia significativa con respecto al
control (EtOH) y present6 una mortalidad baja de 21 y 27 % respectivamente a los 7 y 28 dias
de exposicion. Los porcentajes de mortalidades mayores se observan a los 28 dias y a una

concentracion de 18 y 37 pg/cm?.
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Figura 29. Actividad larvaria a los 7 y 28 dias de exposicion del extracto etanolico de P. auritum en el
rango de concentracion de 0-37 pg/cm?. Los valores medios que no comparten letra son significativamente
diferentes segtin el método de Tukey (a0 = 0.05). n =2 x 24 insectos por tratamiento.

El extracto etandlico de P. auritum presenta una mayor toxicidad conforme se incrementa el
tiempo de exposicion y conforme aumenta la concentracion del extracto. Este incremento de la
mortalidad con respecto al tiempo ha sido observado por otros autores, donde le atribuyen este
efecto a la concentracion y presencia de metabolitos como: cedrelona, azadirachtina,
meliacarpina, melianona, pellitorina y 4,5-dihidropiperlonguminina que dafian la respiracion, el
apetito, la sintesis de enzimas de importancia para el desarrollo y supervivencia de los insectos
(Bullangpoti et al. 2012; Soberdn-Risco et al. 2012; Scapinello et al. 2014; Giongo et al. 2016).
Anteriormente en la Seccion 6.6, se menciond que el safrol representa cierto porcentaje de
mortalidad y que el resto lo pueden estar generando los alcaloides y los terpenos. Por otro lado,
la LCso obtenida del extracto de P. auritum a concentraciones de 2-37 pg/cm? fue de 22.1 pg/cm?
(1200 pg/mL) calculado por el método Probit a los 7 dias de exposicion del extracto (Tabla 16).

Si observamos este valor obtenido LCs0=376 pg/mL, se posiciona como un valor promedio
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LCs0=376-2000 pg/mL), de acuerdo con lo reportado por Bullangpoti y col. 2012; Scapinello y

col. 2014; Giongo y col. (2016); Alves y col. (2018).

Tabla 16. Concentracion letal del extracto etandlico de las hojas deshidratadas de P. auritum

en larvas de S. frugiperda de primer instar.

Limites de confianza del

Limites de confianza

95% para pg/mL del 95% para pg/cm?
Concentra Limite Limite Concentracion Limite Limite
cién inferior superior (ng/cm?) inferior superior
(Mg/mL)
S. frugiperda expuesta a 7 dias (Andlisi Probit. X?=3.409; gl=14; Sig.=0.998
LCso 1200 700 3250 22.1 13.0 60.0
LCss 1750 970 6330 318 17.9 116.6
S. frugiperda expuesta a 28 dias (Analisi Probit. X?=3.251; gl=14; Sig.=1.000
LCso 270 180 380 4.90 3.29 7.03
LCags 1980 1200 4490 36.46 22.12 82.78

6.7.1. Alteracion de los tiempos de desarrollo.

Otra de las afectaciones que se observa por efecto del extracto etanolico de P. auritum, es la

alteracion en los tiempos de desarrollo de S. frugiperda (Tabla 17). Durante los estadios, larval

y pupal, se observa una prolongacién, dependiente de las concentraciones de P. auritum. A 37

pg/cm? de extracto de P. auritum, la etapa larvaria fue mayor (28.5+0.79 dias), 9 dias mas con

respecto al control (H20) y la etapa pupal de igual manera se alargo 5.8 dias mas con respecto al

control (H20). En la etapa adulto de S. frugiperda, los tiempos se vieron reducidos 4 y 5 dias en

las concentraciones de 18 y 37 pg/cm? respectivamente, debido a la mortalidad temprana de los

adultos, por la afectacion causada del extracto. Por otro lado, se observa que los tiempos de

eclosion no se vieron afectados por el extracto de P. auritum a diferentes concentraciones.
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frugiperda en diferentes tratamientos.

Tabla 17. Duracion de los estadios de larva, pupa, adulto, huevo, ciclo completo de S.

Estado de desarrollo promedio (dias)+DS

Tratamientos Larva Pupa Adulto Huevo | Ciclo

2 25.6+0.90° | 12.5+1.222° | 7.8+1.09* | 3.0+0% | 48.7+2.912P
P. auritum |9 26.8+0.892° | 14.0+1.40*° | 6.7+0.632° | 3.0+0% | 49.0+2.82?
(g/cm?) |18 | 27.020.71° |15.4+1.70°° | 4%0.71°¢ - | 4374153

37 | 28.5+0.79% |16.842.13* | 3+0.71° - 44.8+2.98*°
Control (H20) 19.5#1.02° | 11.0£0.65° |9.940.95% | 3.0+0% | 43.3+4.13"
Control (EtOH) | 24.5+0.95° | 10.9+0.62° | 8.8+1.19% | 3.0+0% | 47.0+3.88°

DS = desviacion estandar. Los promedios con las mismas letras no presentan diferencia significativa, segun
la prueba de tukey.

La prolongacion de los estadios larvario y pupal observadas en S. frugiperda, ya han sido
reportados por Bullangpoti y col. 2012, cuando larvas de S. frugiperda fueron expuestas a
azadirachtina a 0.5 pg/mL, las larvas puparon 5 dias después de las larvas control. También se
observo que el extracto crudo de Jatropha gossypifolia L. a 12000 pg/mL, las larvas puparon 7
dias después que las larvas control. Una explicacion del porque se observa una prolongacion del
estado larvario lo presenta Dorn y col. (1986) quienes observaron un aumento de la concentracion
de la hormona ecdisona. Asi mismo, se reportd que el retraso genera malformaciones en los

ejemplares adultos (Rizzo y La Rossa 1992).

6.7.2 Actividad pupicida y fertilidad.
El extracto de P. auritum, generdé muerte de pupas que va de 19 a 81% como se presenta en la
Tabla 18. También se observa que la fertilidad de los adultos se ve afectada conforme aumenta

la concentracion del extracto, concentraciones de 18 y 37 pg/cm? mostraron una nula oviposicion.
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Tabla 18. Actividad pupicida, fertilidad total e indice de actividad de oviposicion.

Tratamientos Actividad Fertilidad total Indice de actividad
pupicidazSE +SE de oviposicién £SE
2 19.86+2.35¢ 457.33+181.03abc -0.28+0.292
P. auritum
2 9 31.5+2.60° 140.5+82.73b¢ -0.69+0.28°
(Mg/em?)
18 | 71.77+3.462 -1.0+0.00<
37 | 81.39+2.76? -1.0+0.0¢
Control (H20) 0.0+0.0¢ 862.37+161.57¢
Control (EtOH) 7.75+1.919 560.33+56.042b -0.18+0.042

SE=desviacion estandar. Los valores medios que no comparten letra son significativamente diferentes segin el
método de Tukey (a = 0.05).

La mortalidad pupal e infertilidad de S. frugiperda, causada por extractos también fue observada
por Sosa y col. (2019), quienes alimentaron larvas de S. frugiperda de segundo instar con 300
Mg/g de dieta de extracto metandlico de Vernonanthura nebularum y observaron una mortalidad
pupal del 30%. También, una disminucién de fertilidad (control=743 + 74, tratados=185 + 18)
fue observada, cuando larvas de S. frugiperda fueron alimentadas con 300 pg/g de una fraccion
rica en lactona de V. Nebularum.

La disminucién del nimero de huevos ovipositados y del nimero de huevos eclosionados se
puede deber a cambios morfofisioldgicos en el sistema reproductivo debido a la falta de
nutrientes y a los compuestos fenolicos (Alves et al. 2018). Asi mismo, el efecto antialimentario
causado por el safrol ya fue comprobado por Andrés y col. 2017, en larvas de Spodoptera

littoralis.

6.7.3 Dario en la fisiologia de S. frugiperda.

Se observaron alteraciones durante los estadios larvario, pupal y adulto (Figura 30) de S.
frugiperda tratadas con 2, 9, 18 y 37 pg/cm? de extracto de P. auritum. Las larvas presentaron
areas arrugadas y segmentos dorsales hinchadas, asi como oscurecimiento del color y partes de

la vieja cuticula quedaron en la nueva. En el estadio pupal, se observa una metamorfosis
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imperfecta de cuerpos arrugados y deformes. Los cuerpos son mas pequefios, con zonas en la
cuticula delgadas y negras. En el estadio adulto, se presentan alas deformes y arrugadas, asi como
ausencia de alas y antenas defectuosas. Estas afectaciones van en incremento conforme aumenta

la concentracién del extracto de P. auritum.

73



Tretamientos

Larvas

Pupas

Adultos

3

N

=29

v

b

2
9
P. auritum
(Mg/cm?)
18
37

\

Control (EtOH)

C

Control (H20)

——
’I\

Figura 30. Anomalias fisiologicas en larvas, pupas y adultos de Spodoptera frugiperda causados por el
extracto de EtOH de P. auritum dentro del rango de concentracion de 0 - 37 ug/cm?.
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Alteraciones en la fisiologia de S. frugiperda han sido reportadas por diferentes investigadores.
Sosa y col. (2019) observaron en larvas y pupas de S. frugiperda alimentadas con 300 pg/g de V.
nebularum un extracto rico en lactona, que causd deformidades en el térax y abdomen de las
pupas, asi como mudas incompletas de larvas a pupas y deformidad en las alas de los adultos en
un 25%. Asimismo, Aldana y col. (2010) reportaron un 35 % de pupas deformes cuando larvas
de S. frugiperda fueron alimentadas con 500 pug/mL de extracto metanolico de hojas de Bursera
grandifolia.

Se conoce que las principales hormonas que estan involucradas en la metamorfosis de S.
furgiperda son la ecdisona y hormonas juveniles como se presenta en la Seccion de Introduccion
en la Figura 10. También se ha informado, que las malformaciones en los insectos pueden ser
inducidas por una amplia variedad de metabolitos clasificados dentro de los grupos de diterpenos,
triterpenos, sesquiterpenos, fenilpropanoides, acidos grasos y otros compuestos que atacan a
compuestos objetivo vulnerable como las monooxigenasas del citocromo P-450 y las
carboxilesterasas (Bhardwaj et al. 2010, Bullangpoti et al. 2012, Scapinello et al. 2014)
ocasionando afectacion y alteraciones en los insectos. El extracto etandlico de P. auritum
contiene a los grupos de metabolitos mencionados anteriormente que se sabe que generan
malformaciones (Tabla 12 y 15). De manera particular, en la literatura se ha reportado que la
azadiractina, el brasinélido y la digitonina son disruptores endocrinos regulando el crecimiento,
la regeneracion de tejidos, la reproduccion, la muda y la metamorfosis debido a la inhibicién de
las hormonas ecdisona y juvenil (Neotenina) (Alvarez-Colom et al. 2009). También se sabe que
el safrol, activa el citocromo P-450, provocando que el insecto gaste energia en este proceso y

limita su nutricion (Andreés et al. 2017).
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6.8. Extraccién y purificacion de safrol

6.8.1. Rendimiento del extracto de hoja deshidratada de P. auritum

El rendimiento del extracto etandlico de la hoja deshidratada de P. auritum obtenido por
maceracion, se presenta en la Tabla 19. Este valor fue 1 % més con respecto al rendimiento del
extracto con el uso del ustrasonido. El incremento del rendimiento se pude deber al tiempo y

técnica de extraccion.

Tabla 19. Rendimiento de extraccion de hoja deshidratada de P. auritum.

Material (g) | Extracto crudo (g) | Rendimiento %
325+35.35 23.3+1.84 7.15+0.21

6.8.2. Estudio fitoquimico bioguiado del extracto etandlico de hoja de Piper auritum

De 24 g de extracto etandlico, se obtuvieron 4 extractos de la extraccion por polaridad. En la
Tabla 20, se presentan los rendimientos (p/p) de los extractos con los diferentes disolventes. La
particién de mayor rendimiento es la de hexano con un porcentaje de 82.5%. Quiza debido a que
el mayor porcentaje de los compuestos son afines al hexano y se encuentra en mayor cantidad.

Tabla 20. Porcentajes de rendimiento de extraccion con base en 24 g de
extracto etanolico de P. auritum.

Disolventes Extracto Rendimiento %
crudo (g) para 24 g
Hexano 19.8 82.5
CHCI; 1.3 5.5
EtOAC 0.09 0.37
H.O 2.1 8.8

Una vez que se obtuvieron los extractos antes presentados (Tabla 20), se continué primero con
el bioensayo larval de los disolventes de CHCI3 EtOAC, hexano y H20. Donde se encontr6 que

el CHCIzy EtOAC fueron los que presentaron mayor porcentaje de mortalidad (Figura 31).
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Figura 31. Mortalidad larval de S. frugiperda por efecto de los disolventes de CHCI; EtOAC, hexano y
agua, después del séptimo dia de aplicacion. Valores de mortalidad que no comparten la misma letra son
significativamente diferente de acuerdo con el método de Fisher (o = 0.05). n = 2 x 24 insectos por

tratamiento.

Por otro lado, los porcentajes de mortalidad que causaron los extractos de hexano, CHCIs, EtOAC

y H2O obtenidos de la extraccion por polaridad, se presentan en la Figura 32, donde se observa

que el extracto de hexano, CHCIz y EtOAC presentaron un porcentaje de mortalidad mayor y que

la fraccidn acuosa fue la que present6 la mortalidad larval mas baja después del séptimo dia de

aplicacion.
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Figura 32. Mortalidad larval de S. frugiperda por efecto de los extractos de P. auritum con los diferentes
disolventes, después del séptimo dia de aplicaciéon. Valores de mortalidad que no comparten la misma
letra son significativamente diferente de acuerdo con el método de Fisher (a = 0.05). n = 2 x 24 insectos
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El cromatograma de TLC de las extracciones con diferentes polaridades presenté un mayor
numero de manchas para los extractos de hexano y CHCIs (Figura 33) indicando un mayor

numero de compuestos o grupos de compuestos que pudieran tener efecto toxico con las larvas.

Hexa EtOAc CHCIs H,0O

Figura 33. Cromatograma de las extracciones. Fase mdvil: hexano/ EtOAc (7:3).

Debido a que el rendimiento de extraccion con hexano fue mayor (Tabla 22), asi como su
porcentaje de mortalidad (Figura 32). Se decidi6 continuar con el fraccionamiento del extracto
hexanico. 2.045 g fue sujeto a cromatografia en columna sobre silica gel de malla 60-200 y eluido
con hexano/EtOAc/acetona/CHCI3/EtOH. Un total de 135 tubos fueron colectados con 7 mL cada

uno y patrones similares de cromatografia de capa fina (TLC) se agruparon en 17 fracciones

Las fracciones obtenidas de la columna del extracto hexanico se presentan en la Figura 34, y se
observa que la fraccion 2 de 100% hexano, fraccion 12 y 14 de hexano/EtOAc 80:20% y fraccion
18,19 y 20 de acetona/CHCIs (50:50, 100%)- EtOH (100%), fueron los que presentaron mayor
toxicidad contra larvas de S. frugiperda. El anova de un solo factor indica que existe diferencia

entre las fracciones (F=10.01; gl= 19; P< 0.0001).
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Figura 34. Actividad larvicida de las fracciones de la columna del extracto hexanico.

Por lo anterior, se decidi6 continuar con el analisis de la fraccion 2. En la Figura 35, se presenta
un cromatograma de la fraccion 2, obtenida por cromatografia de gases, donde se observa al
safrol (66.2%), B-cariofileno (4.6%) y oleato de etilo (3.2%) como compuestos mayoritarios de
un total de 20 metabolitos. También, Rodriguez y col. (2013), encontraron que del aceite esencial
de P. auritum, los compuestos mayoritarios son el safrol (71.8%), canfeno (5.5%) y a-pineno
(3.8%) fueron los compuestos mayoritarios. Tambiéen Salleh y col. 2020 mencionan que el

porcentaje de safrol varia de 64.5 a 93.2% dependiendo del origen y de la parte de la planta.
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Figura 35. Cromatograma de la fraccion 2. Safrol (66.2%), B-cariofileno (4.6%) y oleato de etilo (3.2%).

Total, de 20 metabolitos (91.9%).

Posteriormente 0.914 g de la fraccidon 2, se sometid a una separacion por cromatografia en

columna y se obtuvo 0.3414g de safrol puro representando un 37.3% de rendimiento. El safrol

obtenido es incoloro y de consistencia aceitoso (Anexo 4).

Para corroborar la pureza del safrol se analizaron los espectros de *H-RMN y *C-RMN (Figura

36) donde se observan las sefiales caracteristicas del safrol.
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Figura 36. Espectro de *H-RMN (arriba) y *3C-RMN (abajo); y sus respectivas asignaciones para el safrol
aislado de P. auritum.

En la Tabla 21, se presentan los desplazamientos quimicos en (ppm) y las constantes de
acoplamiento en Hertz. Estos resultados también fueron reportados por Gupta y col. (1985) y

Vizcaino y col. (2016).
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Tabla 21. Desplazamientos quimicos (6 en ppm) y constantes de acoplamiento (J en Hz)
para el safrol. Datos obtenidos a 300 MHz, en CDCls.

Posicion o H & 13C

1 - 145.95

2 = 147.76

3 6.71 (dd, J=1.1,0.4) 108.28

4 - 133.96

5 6.76 (dd; J=8, 1.5) 121.42

6 6.66 (dd; J=8,0) 109.21

E 3.32 (d: J=6.7) 40.03

2 5.96 (ddt; J=16.6; 10.9; 6.7) 137.74

3a 5.10 (dd; J=3.3, 1.6) 115.79
3" 5.16 (dd: J=3.3, 1.9)

-0-CH,-0- 5.95 (s) 100.92

Los resultados de cromatografia de gases para la fraccién 2 nos indico que el compuesto
mayoritario es el safrol y el estudio de'H-RMN y *C-RMN nos indica que se trata del safrol

puro.

6.9. Actividad larvicida de la fraccidn 2 y safrol sobre S. frugiperda.
Los resultados de los bioensayos sobre la actividad tdxica para la fraccion 2 y safrol se presentan
en la Figura 37, donde, se observa que a 92 pg/cm? se obtiene una mortalidad cercana al 100%

para la fraccién 2 y safrol.
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Figura 37. Mortalidad larval de la fraccion 2 y de safrol en larvas de primer instar de S. frugiperda.
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Por otra parte, los resultados calculados por el método Probit mostraron un LCsp=33.1pg/cm? y
L Coo= 159.7 pg/cm? para el safrol y LCso= 36.82 pg/cm? y LCoo= 104.5ug/cm? para la fraccion
2, como se presenta en la Tabla 22. Los resultados muestran que los valores de LCso de safrol y
la fraccién 2, no presentan diferencia significativa de acuerdo con el analisis de varianza
(F=5.870; gl=1; Sig.=0.136). Por otro lado, si se comparan estos datos con el LCsq del extracto
de P. auritum (LCso= 22.1 pg/cm?) presentados en la Seccion 6.7 en la Figura 29, observamos
que el extracto crudo de P. auritum presenta mayor toxicidad contra S. frugiperda. El porcentaje
de mortalidad que representa el safrol es del 71% con respecto al extracto crudo de P. auritum.
Segun los resultados de mortalidad de extracto de P. auritum y la mortalidad de safrol, ambos a
28 pg/cm? (Figuras 29 y 37). El 29 % de la mortalidad restante puede deberse a otros metabolitos
presentes en el extracto de P. auritum o al poder sinergizante que presenta el safrol, capaz de

potenciar la actividad de otros metabolitos (Bakkali et al. 2008).

Tabla 22. Concentracion letal de safrol y de la fraccion 2 en larvas de S. frugiperda primer instar
expuestas a 7 dias.

Limites de confianza del Limites de confianza del
95% para pg/mL? 95% para pg/cm?
Concentracion | Limite Limite Concentracién Limite Limite
(ug/mL?) inferior superior (ug/cm?) inferior superior
S. frugiperda expuesta a safrol (Probit analisis. X?=22.303; df;3 Sig.:0.0001
LCso 1788.59 848.806 8799.960 33.08 15.703 162.799
LCqo 8633.28 3220.973 | 1962351.292 159.7 59.588 36303.499
S. frugiperda expuesta a fraccion 2 (Probit analisis. X?=40.975; df;3 Sig.: .0001
LCso 1990.59 763.710 40656.000 36.82 14.128 752.136
LCqo 5648.5 2446.192 | 406492590.000 104.5 45.254 7520112.915

En la literatura Bhardwaj y col. (2010), observaron una mortalidad de 100% de larvas de segundo
instar de S. litura a una concentracion de 5000 pg/mL de safrol y presentdé una mortalidad del
100% de las larvas. En este trabajo se necesitd 5000 pg/mL de safrol para matar el 89% de larvas

de primer instar de S. frugiperda. A pesar de no tratarse de la misma especie, las concentraciones
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usadas para controlar ambos insectos son similares. Por otra parte, Limay col. (2009) analizaron
aceite esencial de Piper hispidinervum con un contenido de safrol del 82%, y encontraron que se
necesita 16200 pg/ml de aceite para matar el 50% de larvas de S. frugiperda de primer instar. La
toxicidad observada por el safrol se debe a la capacidad que tienen algunos fenilpropanoides para
afectar la fluidez y permeabilidad de las membranas celulares gracias a su caracter lipofilico
(Devi et al. 2010), ademas investigadores como Andrés y col. 2017 han reportado que el safrol,
activa el citocromo P-450, provocando que el insecto gaste energia en este proceso, limitando su

nutricion.
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7. CONCLUSIONES

Se determind la actividad larvaria en contra de larvas primer instar de Spodoptera frugiperda, de los extractos
etandlico y hexanico de las hojas frescas y deshidratadas de las plantas C. odorata, P. auritum y P. umbellatum,
todas ellas cultivados en el Estado de Oaxaca, México. De las tres plantas, los extractos etandlicos de las dos
primeras presentaron actividad larvicida tan alta como la obtenida con el extracto etanélico de Melia azadarach,
planta seleccionada como control positivo. Melia azedarach es una de las plantas actualmente utilizadas en el
combate de insectos plaga, por tanto, los extractos de las hojas de C. odorata y P. auritum, y particularmente
de ésta Gltima, podrian ser de gran interés para la produccidn de insecticidas. La alta toxicidad y complejidad
de los extractos vegetales ha sido una de las limitantes para la regulacion de los insecticidas botanicos, sin
embargo, en el caso de P. auritum, planta utilizada en algunos paises como condimento, la aprobacién para su
comercializacién como insecticida no deberia ser un problema.

El estudio de la actividad bioldgica del extracto etandlico de P. auritum en las larvas primer instar de S.
frugiperda permitié observar que en una concentracion desde 18 pg/cm?, el extracto etanélico de esta planta
alargd el estadio larval y el proceso de muda. La alteracion del proceso de muda, favorecio la deformacion de
larvas, pupas y la emergencia de adultos sanos; los adultos emergidos con deformaciones fisioldgicos perdieron
su capacidad de oviposicion. La observacion de la actividad biolégica de P. auritum en las larvas de S.
frugiperda permite asumir que el uso del extracto etandlico de P. auritum como insecticida podria ser Util para
detener el proceso de propagacion de S. frugiperda en los cultivos agricolas.

El fraccionamiento en columna cromatografica del extracto etanélico de P. auritum permitid identificar al safrol
como el principal componente en la fraccidn identificada como la mas téxica en contra de las larvas primer
instar de S. frugiperda. El safrol ya ha sido reportado como altamente tdxico en contra de larvas del mismo
género, sin embargo, en el presente estudio la evaluacion de su toxicidad en forma pura, no genero los resultados
esperados, lo que permite asumir que requiere de la presencia de los demés componentes del extracto para su
aplicacion en el combate de S. frugiperda.

De acuerdo con los resultados obtenidos en el presente trabajo, se asume que se cumplieron los objetivos

planteados al inicio de la presente tesis de investigacion.
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8. RECOMENDACIONES

Aislar el alcaloide o el flavonoide mayoritario presente en el extracto de P. auritum, para
hacer una comparacion con el safrol.

Realizar el estudio del ciclo bioldgico de S. frugiperda con el safrol.

Realizar pruebas de actividad ovicida con los extractos de P. auritum, C. odorata y safrol.
Realizar una combinacion de extractos de P. auritum con M. azedarach para mejorar la
toxicidad.

Realizar pruebas de actividades enzimaticas con el uso de los extractos y el safrol.
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10. ANEXQOS

Anexo 1. Comparacion de los metabolitos reportados por Pineda y col. (2012) y los entrontados

en este trabajo.

Terpinoleno 1. 1.46
p-Cimeno - 1.58
y-Terpineno - 5.11
citral - 0.83
Mirceno - 1.46
Linalool - 0.98
a-Terpineno - 2.61
Alcanfor - 0.78

-Cimen-8-ol - 0.95
B-cis-Cariofileno 2.548 2.65
Oxido de cariofileno 0.853 -
B-Cubebeno 1.536 0.79
d-Elemeno 3.400 -
Farnesol 1.283 -
Espatulenol 2.384 0.23
Acetato de farnesil 1.148 -
Nerolidol 0.584 -
Copaeno 0.892 -
Metropreno 0.617 -
[-Bisaboleno - 0.33
B-Amorfeno - 0.37
Cubenol - 1.14
3-Hidroxi-B-damascona - 0.82
3-Oxo-a-ionol - 0.52
3-Ox0-B-ionol - 0.73
Fitol 1.446

2.31

Geranilﬂeranil 0.658

Escualeno 1.125 -
Colestano 0.960 -

| Fenilpropanoide [ [ |
Safrol 53.002 56.88
Eugenol - 0.73
Miristidina - 2.01

Apiole

1-Tetradecanol

Docosanol

7)-11-hexadecenal 0.860 -

0.919

Anhidrido-2-dodecen-1-il succinico
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Continuacion de la Tabla.

Ester metilico del acido 2,4- - 0.30
decadienoico
Tetratetracontano 2.358 -
Cloro hexadecano 0.988 -
Ester metilico del acido palmitico - 0.31
Linoleato de metilo 1.034 -
Acido pentadecanoico 0.966 -
Acido palmitico - 5.95
Palmitato de etilo 1.637 -
lmero de picos (porcentaje del numero 25 metabolitos 26 metabolitos
total de picos) (87.1%) (92.35%)

Anexo 2. Placas de TLC
En la Figura 1, se presentan tres placas de TLC para el extracto hexanico de P. auritum. En la

primera foto (a); se aprecian 2 manchas bajo la luz del dia, en la segunda (b); se observan 3
manchas bajo A= 254 nm (b) y en la tercera placa (c); se aprecian 5 manchas bajo A= 365 nm.

Todas las placas se corrieron bajo el sistema del disolvente hexano/ EtOAc (96/4).

Figura 1: Placas de TLC del extracto hexanico de P. auritum. Fase movil: hexano/ EtOAc (96:4)
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Las placas de TLC para el extracto de EtOH de P. auritum, se presentan en la Figura 2. En la
placa (a), se observan 8 manchas, en las placas (b) y (c) se presentan 7 manchas. Todas las placas

se corrieron bajo el sistema del disolvente hexano/ EtOAc (96/4).

1 1
2
2 3
3 4
4 5
5 6
6
7 7
8
Figura 2. Placas de TLC del extracto etandlico de P. auritum. Fase movil: hexano/ EtOAc (96:4).
Anexo 3. Placas de tamizaje quimico.
Alcaloides

La figura 3, muestra dos cromatoplacas reveladas con el reactivo de Dragendorff. La Figura 3(a),
presenta la placa del extracto de hexano y se observa s6lo una mancha de 2.5 mm de diametro
poco visible. Y la Figura 3(b), presenta la cromatoplaca del extracto de EtOH y se observan dos
manchas de 5 mm de didmetro aproximadamente. La reaccion del reactivo de Dragendorff indica
la presencia de alcaloides en ambos extractos de Piper auritum debido a la coloracién naranja-

rojizo en las manchas.
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(@) (b)
Hexano / EtOAC (96:4) Hexano / EtOAc (96:4)

Figura 3. Cromatoplacas reveladas con el reactivo de Dragendorff para el extracto hexanico (a) y
etanolico (b) de P. auritum.

Alcoholes

En la Figura 4, se muestran dos placas reveladas con vainillina del extracto de P. auritum. En la
placa (a) se ven tres manchas de coloracion azul-verdoso de 10 mm de didmetro caracteristico de
la presencia de alcoholes y en la placa (b) se ven 7 manchas de 5 mm de diametro

aproximadamente. Ambos extractos dieron positivo a esta prueba.
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(@) (b)
Fase movil: EtOAc (100%) Fase movil: hexano/ EtOAc (96:4)

Figura 4. Cromatoplacas reveladas con vainillina para el extracto de hexano (a) y de EtOH (b) ambas de
hojas deshidratadas de P. auritum.

Aminoacidos

Los extractos de P. auritum con hexano y EtOH dieron positivo a la prueba con Ninhidrina, en
la Figura 5(a), se observa una placa con una mancha color rosa caracteristico de la presencia de
aminoéacidos de diametro de 2.5 mm y la Figura 5(b) se ve una placa con tres manchas rosas de

didmetro 5 mm.

(b)
Fase movil: EtOH (100%)  Fase mavil: EtOH (100%)

Figura 5. Cromatoplacas reveladas con Ninhidrina para el extracto de hexano (a) y de EtOH (b) ambas
de hojas deshidratadas de P. auritum.
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General (ion de fosfato)

Los extractos de P. auritum de hexano y EtOH, dieron positivos al revelador de molibdato cerico
de amonio (Figura 6). En la placa (a) se observan tres manchas de color azul de 10 mm de

didmetro y en la placa (b) se ven 6 manchas de color azul de 5 mm de didmetro.

(a) (b)
Fase movil: EtOH (100%) Fase movil: EtOH (100%)

Figura 6. Cromatoplacas reveladas con molibdato cerico de amonio de extracto de hexano (a) y de
EtOH (b) ambas de hojas deshidratadas de P. auritum.

Grupo carbonilo: aldehidos y cetonas

Los extractos de hexano y EtOH de P. auritum dieron negativo a la prueba del reactivo de Fehling
como se obseva en Figura 7 (a y b), debido a que no se ve un precipitado rojo caracteristico que

indica la presencia de aldehidos y cetonas.

104



(b)

Figura 7. Reaccion con la sal ctprica de cobre (I1) con el extracto de hexano (a) y de EtOH (b) ambas de
hojas deshidratadas de P. auritum.

Grupo hidroxilo: Fenoles y taninos.

En la Figura 8(a), se presenta la placa del extracto hexanico revelada con FeCls, donde se observa
una mancha color azul caracteristico para fenol o enol. En la misma Figura 8(b) se presenta la
placa del extracto etanolico revelada con FeClz y se ven cinco manchas color azul indicando

positivo para esta prueba.

(a) (b)
hexano/ EtOAc (96:4) hexano/ EtOAc (96:4)

Figura 8. Placas reveladas con FeCls de extracto de hexano (a) y de EtOH (b) ambas de hojas
deshidratadas de P. auritum reveladas con FeCls.
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Hidrocarburos aroméaticos

En la Figura 9, se presentan las cromatoplacas reveladas con diyodo (I2) del extracto hexanico
(@) y el extracto etanolico (b). En la primera placa se observan dos manchas color marron
indicador de la presencia de hidrocarburos aromaticos. En la misma Figura 9, pero inciso (b) se

observan de igual manera 4 manchas color marron.

(a) (b)
hexano/ EtOAc (96:4) hexano/ EtOAc (96:4)

Figura 9. Cromatoplacas reveladas con I, de extracto de hexano (a) y de EtOH (b) ambas de hojas
deshidratadas de P. auritum.

Terpenos

En la Figura 10, se presentan las placas con extracto de P. auritum de hexano y EtOH que fueron
reveladas con el revelador de Lieberman-Buchar. La placa (a) resulté negativo a la prueba de
Lieberman-Buchar ya que no se observa ninguna mancha color azul verdoso como las que se ven
en la Figura 10 inciso (b) donde se observan 3 manchas color azul verdoso, dando positivo a la

prueba de terpenos.
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(a) (b)
hexano/EtOAc (96:4) hexano/EtOAcC (96:4)

Figura 10. Cromatoplacas reveladas con el reactivo de Lieberman-Buchar del extracto de hexano (a) y
de EtOH (b) ambas de hojas deshidratadas de P. auritum.

Anexo 4. Fotografia de safrol puro y fraccion 2.

Safrol Fraccion 2
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