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RESUMEN

El presente estudio estd orientado al conocimiento de metabolitos secundarios con
propiedades antialimentarias de tres plantas medicinales; Lantana camara de la familia
Verbenaceae, Vitex hemsleyi y Vitex trifolia var. variegata de la familia Labiatae, seleccionadas
como “prototipos” para el posible desarrollo de productos destinados para el control de plagas de
insectos, que resulten eficaces y con menos impacto sobre el medio ambiente. En este estudio se
utilizaron métodos quimicos y bioldgicos convencionales basados en fraccionamientos
biodirigidos, con el fin de buscar la actividad toxica sobre el crustaceo Artemia salina y dos
insectos plaga, Epilachna varivestis y Spodoptera frugiperda, mientras que la actividad
antialimentaria se evalu6 durante el ciclo biologico de Spodoptera frugiperda. En el presente
estudio el criterio de actividad de los tratamientos se establecié mediante la respuesta cualitativa
del “todo o nada” con porcentajes de mortalidad acumulada mayor al 60% y con CLsg
(concentracion letal media) menor a 1000 pg/mL; la actividad fagocitica antialimentaria o
promotora del gusto por comer se determind cuantitativamente con el registro de peso y talla
(variables dependientes), asi como los porcentajes de pupacion y proporcion de sexos; las larvas
se seleccionaron completamente al azar para su medicion y los datos se analizaron
estadisticamente con un analisis de varianza ANOVA factorial y simple, seguido de una prueba
de Tukey con 95% de confianza. Esta ultima prueba mostr6 que los factores con diferencia
significativa fueron el tiempo y la fraccidon cromatografica usada, no asi la concentracion. Por
otra parte a través de procedimientos fisicos (p.f, P.M.), espectroscopicos (IR, RMN-H") y
espectrometria de masas (E.M.), se identificaron 5 fracciones activas aisladas de la especie V.
hemsleyi: VHF1 de naturaleza esencialmente hidrocarbonada, VHF2 el cual fue un diterpeno del
tipo del labdano y su estructura asignada correspondié al acido copalico, el producto VHEF3
result6 ser una mezcla de acido copalico y acido dehidro abiético, la fraccion VHF4 correspondi6
al acido dehidro abiético y la muestra VHF5 se aislo6 como Gardenia B. A manera de
conclusiones podemos decir que la fraccion mas activa fue la VHF1 y que del género Vitex no
han sido descritos compuestos de este tipo anteriormente. Antes de finalizar cabe mencionar que
es imprescindible el conocimiento de la composicién quimica y actividad biolégica de numerosas
especies vegetales ya que ello nos permite, ademas de reforzar la clasificacion taxonémica de las
especies, hacer prototipos para el desarrollo de bioinsecticidas que beneficiarian a la agricultura
en su bisqueda constante para satisfacer las necesidades de la siempre creciente poblacion

humana sin alterar tan drasticamente el equilibrio ecologico.




Introduccicn

1. INTRODUCCION

La Jucha de la humanidad por proteger sus cultivos y cosechas tiene su inicio
cuando se establece el monocultivo; lo cual modificé la diversidad natural rompiendo el
equilibrio ecol6gico y propiciando el crecimiento poblacional de los herbivoros que
llegaron a convertirse en plagas al causar dafios econ6micos (Metcalf y Flint, 1975).

Segtn la FAO ha estimado que mundialmente el 15% de las pérdidas en la
agricuvltura se deben tnicamente al ataque de insectos con un fuerte impacto social y
econémico, particularmente en los paises subdesarrollados.

Los métodos para el control de insectos han sido variados desde mecanicos,
fisicos, quimicos y/o biol6gicos; siendo los compuestos quimicos orgdnicos y sintéticos
los mas demandados. Segtin Brock y Madigan en la historia de la humanidad se han
comercializado mds de un millar de plaguicidas (Brock y Madigan, 1991).

Los plaguicidas sintéticos marcaron una nueva época en la Agricultura al término
de la IT Guerra Mundial (1940) cuando Muller descubre las propiedades insecticidas del
dicloro-difenil-tricloroetano mejor conocido como DDT - panacea de los plaguicidas; sin
embargo su uso intensivo ha sido causa de enormes problemas de contaminacién
ambiental y dafios a la salud (cancerigenos, téxicos o estimulantes del sistema nervioso
central), ya que por su misma permanencia han hecho especies resistentes y los residuos
llegan hasta niveles toxicos en la red tréfica estando prohibida su aplicacién en cultivos
para consumo (Gill y Pietrantonio, 1991; Huff y Haseman, 1991; Becher, et al. 1996; y Mc.
Curdy, et al. 1996).

No obstante los productos para el control de plagas resultan imprescindibles en la
agricultura de todo el mundo, por lo que no resulta una tarea sencilla el prohibir su uso,
sino crear alternativas que permitan controlar el ataque de insectos y remediar la grave
contaminacién producida por los plaguicidas sintéticos.

Actualmente se han buscado diversas opciones que contribuyan al saneamiento
ambiental dentro de las cudles estin, la biorremediacién (degradacién de desechos
toxicos), el uso de plaguicidas biol6gicos a partir de virus, bacterias (Bacillus
thuringensis), hongos y microorganismos; asi como productos derivados de vegetales y
finalmente reforzar con la educacién sobre el uso adecuado de plaguicidas.




Como parte de estas propuestas el presente estudio pretende contribuir con la
basqueda de agentes protectores de cultivos al ataque de insectos, a partir de especies
vegetales, dada la amplia biodiversidad de plantas existentes en México como campo
permanente para el continuo descubrimiento de nuevos metabolitos secundarios.

La presencia de metabolitos secundarios, ha sido fundamental en el éxito
coevolutivo planta-insecto, como defensa para la planta; ya que afectan indirectamente
la longevidad, fisiologia sensorial, endocrinologia y metabolismo del insecto, e incluso a
través de sus simbiontes (Fowden y Peter, 1984; Hittenschwiler and Vitousek, 2000).

La busqueda de dichos compuestos como posibles prototipos de agentes
insecticidas requiere que sean indirectos (repelentes, atrayentes, feromonas, reguladores
de crecimiento: ecdisonas, hormonas juveniles y hormonas anti-juveniles; inhibidores de
la oviposicién y antialimentarios) especificos y biodegradables (Maxwell y Jennings,
1984; Lagunes y Rodriguez, 1988).

Una alternativa son los compuestos llamados “semioquimicos” (sustancias
quimicas que modifican la conducta de modo indirecto), tales como feromonas,
antialimentarios, entre otros; que pueden ser del tipo esteroides, fenoles, saponinas,
taninos, resinas y diversos terpenoides. La accién antialimentaria consiste en que la
presencia de cierto tipo de producto, presente o aplicado a una planta, evite que un
insecto se la coma y pueda morir por inanicién. Los terpenoides que presentan ésta
actividad, son principalmente de tipo diterpénico del grupo del clerodano, los cuales se
han aislado en forma abundante de la familia Labiatae y en menor proporcién de la
familia Verbenaceae (Esquivel, ef al. 1992).

Las familias Labiatae y Verbenaceae cuentan con una gran riqueza de especies de
importancia econémica (uso como alimentos, condimentos, en perfumes, cosméticos,
tintes etc.), medicinal y ornamental (Escalante, 1941; Rivera y Ob6n, 1992; Granados y
Lé6pez, 1996).

Desde la antigiiedad, por sus propiedades medicinales numerosas especies han
sido reconocidas como bactericidas, bacteriostiticas, coleréticas, carminativas y
espasmodicas; asi como, alucinantes, psicotr6picas e insecticidas (Rivera y Obén, 1992;
Heinrich, 1992).

Los primeros reportes de la actividad insecticida en Verbendceas corresponden a
Kato et al (1971) citado por Hosozawa et al (1979), donde a partir de Clerodendron
tricotonum, aislaron dos diterpenos antialimentarios; mientras que C. fragrans (hoja), C.
calamitosum (hoja y tallo), y C. crytophyllum (hoja) resultaron activos contra Spodoptera
litura. Por su parte Hosozawa et al (1979) mostraron que Caryopteris divaricata'y Callicarpa



japonica estuvieron arriba del 80% de actividad antialimentaria a 1% de concentracién en
Spodoptera litura, asi mismo de Clerodendron infortunatum y Caryopteris divaricata aislaron
clerodanos como la clerodina. Por otra parte del tipo neo-clerodano, se han aislado
varios metabolitos secundarios de la familia Labiatae a partir de los géneros Ajuga,
Teucrium, Scutellaria, Leonurus, Stachys y Salvia; de Scutellaria woronowii por ejemplo se
aisl6 la Jodrelina B, considerado el més potente clerodano antialimentario contra
Spodoptera littoralis (Esquivel, et al. 1992).

Por ello en el presente estudio se trabajé con especies de ambas familias: Lantana
camara (Verbenaceae), V. trifolia var. variegata y Vitex hemsleyi (Labiatae) de modo
biodirigido. Es decir se realiz6 la extraccion y separacion cromatografica a la par con las
pruebas de actividad biol6gica, esta ultima primero en fase preliminar con Artemia
salina, Ephilachna varivestis y Spodoptera frugiperda seleccionando las fracciones que
provocaron una toxicidad mayor al 60% de mortalidad, las cudles se aplicaron en la
siguiente fase que correspondi6 a la busqueda de actividad antialimentaria en el ciclo
biol6gico de S. frugiperda, donde la més representativa fue la fraccion VHF1 aislada de
Vitex hemsleyi cuya estructura fue de naturaleza hidrocarbonada.

Esto reviste importancia considerando que México tiene una gran riqueza de
especies vegetales que significan una fuente importante de metabolitos secundarios con
actividad antialimentaria, asf como una larga historia de brotes devastadores de insectos
plaga que han causado cuantiosas pérdidas econémicas en cultivos para autoconsumo y
exportacion. Por ello corresponde pues, a la ecologia quimica la tarea de buscar dichos
compuestos que cumplan con las exigencias del consumidor y las condiciones
ambientales para sustituir a los actuales insecticidas sintéticos.
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2. OBJETIVOS

General

e Conocer la actividad insecticida y antialimentaria, asi como la estructura quimica
de los metabolitos responsables de dicha actividad, aislados a partir de los extractos

vegetales de algunas especies de la familia Vervenaceae y Labiatae.
Especificos

e Realizar el fraccionamiento cromatogréfico biodirigido de los extractos de Vitex
mollis (hojas y tallos), V. trifolia var. sub-tricepta (hojas, tallos y fruto), V. trifolia
var.variegata (tallos y fruto) y V. hemsleyi (hojas y tallos) de la familia Labiatae y Lantana
camara (hojas) de la familia Verbenaceae para purificar los metabolitos secundarios

activos.

e Evaluar la actividad biolégica mediante el bioensayo con Artemia salina,
Ephilachna varivestis y Spodoptera frugiperda, con respuesta de todo o nada sobre la
mortalidad acumulada (mayor al 60%) y su respectivo célculo de CLso pg/mL.

e Determinar el efecto antialimentario, el porcentaje de pupacién y la proporcién

de sexos en el ciclo biol6gico de S. frugiperda.
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3. HKIPOTESIS

Las especies estudiadas contienen metabolitos secundarios que pueden actuar
como insecticidas directos o bien de forma indirecta como antialimentarios y alterar el
desarrollo de insectos plaga, por lo que sirven como prototipos para el desarrollo de

bioinsecticidas.
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4. MARCO HISTORIC ©:

4.1 Plagas agricolas

La humanidad al modificar esencialmente la estructura del ambiente para
satisfacer sus necesidades (monocultivo), ha favorecido la proliferacién de herbfvoros y
pat6genos hasta el punto en que se establecen las llamadas plagas agricolas. En términos
generales una plaga puede ser cualquier poblacién vegetal o animal, que altera el
proceso de desarrollo de un cultivo agrfcola y perjudica el plan de trabajo de una o mas
personas, su propiedad o su medio provocando pérdidas econémicas (Granados y
Lépez, et al. 1996).

Las plagas mas importantes son los insectos, ya que se ha estimado a nivel
mundial que el 15% de los cultivos se pierden debido a su ataque. El éxito se debe a la
eficiencia y gran variedad de piezas bucales que poseen para cortar, chupar o masticar
hojas, troncos, rafces, flores, frutos y semillas; también causan un gran impacto como
vectores de patégenos (virus, bacterias y hongos) y consumidores de productos agricolas
almacenados (Esquivel, et al. 1992; Granados y Lopez, et al. 1996).

4.1.1 Principales plagas del maiz y el frijol

En México el maiz y el frfjol son los principales productos alimenticios de la
canasta basica, lo que implica la necesidad de controlar las plagas que merman su
rendimiento.

Generalidades del maiz

El maiz (Zea mays L. -familia Poaceae) representa el 43% del drea cultivada en
México con un elevado volumen y valor de la produccién! (Contreras, 2001).

! El agricultor estd sometido a exigendias del mercado por obtener rendimientos altos, sin embargo las
plagas de insectos tienen una rdpida multiplicacién y ocasiona enormes pérdidas lo cual representa una
limitante en su cultivo anual (Contreras, 2001).
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a) Dafio por Spodéptera frugiperda J. E. Smith.

Es un lepid6ptero (Familia: Noctuidae) de extensa distribucién geogriéfica,
polifago que ataca cerca de 87 especies de importancia econdémica tanto ornamentales
como gramineas, principalmente: alfalfa, frijol, mafz, papa, sorgo, soya, algodén, trébol,
tomate de cdscara, entre otras plantas silvestres (Brown y Dewhurst, 1975; Moré6n y
Terrén, 1988).

Plaga mejor conocida como “gusano cogollero o gusano soldado”, por el habito de
comer el meristemo en desarrollo (cogollo) del maiz y porque en densidades muy altas
las larvas adquieren un comportamiento gregario, marchando de cultivo en cultivo,
desfoliandolos completamente; incluso pueden minar los tallos a nivel del suelo, cortar
hojas tiernas y espigas inmaduras causdndoles perforaciones caracterfsticas (Hill, 1987;
Hernandez, 1988).

Generalidades del frijol

El frijol (Phaseolus vulgaris L. Familia Leguminosae) es una planta anual herbécea
también originaria de Ameérica e intensamente cultivada desde zonas tropicales a
templadas, donde se conoce como: poroto, haricot, caraota, judia, alubia, habichuela,
entre otros; frecuentemente constituye la principal fuente de protefna por lo que su
demanda es sumamente necesaria afio con afio (Bautista, ef al. 1994).

b) Daiio por Epilachna varivestis Mulsant.

Es un cole6ptero (Familia: Coccinellidae) considerado en México como la principal
plaga del frijol a nivel nacional; llega a dafiar un millén de hectireas en promedio por
cada ciclo productivo. Este insecto comtnmente se conoce como: tortuguilla, pachén,
catarinita etc. y ataca a los cultivos de la mayor parte de las leguminosas, alfalfa, trébol,
veza, lima, caupi, asf como algunos zacates y hierbas. Los adultos y larvas comen el
envés de las hojas donde raspan los tejidos entre las venas dejando una apariencia
caracteristica esqueletonizada o reticulada (Valdez y Alvarez, 1991; King y Saunders,
1984 citado por Bautista, ef al. 1994).
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4.2 Control Quimico de plagas

El uso de los productos quimicos para el control de las plagas ha sido utilizado
por numerosas culturas desde hace mucho tiempo. En escritos de 100 a 200 anos a.C. los
griegos y los chinos ya habfan reconocido las propiedades insecticidas de los metales, en
China se menciona la fumigacién con mercurio y arsénico junto con la quema de plantas
toxicas. Asf mismo, la aplicacién de azufre, cal, sales de cobre, aluminio, sulfato y aceite
de oliva fue muy aceptada. En Inglaterra y Francia el llamado caldo "Bordeles"
(CuSO47H,0+Ca(OH),) se utilizé como funguicida para controlar la plaga de la uva.

Asi mismo la aplicacién de sustancias de origen vegetal (piretrinas, rotenona y
nicotina) y posteriormente de origen sintético (desopricrina y bromuro de metilo) fueron
ampliamente utilizadas, pero fue hasta 1939 en la segunda guerra mundial, cuando el
uso de los plaguicidas sintéticos aument6 tras el descubrimiento del DDT (dicloro-
difenil-tricloroetano) aplicado para controlar los insectos vectores del tifus exantemaético
y la malaria?2. Hacia 1967, el DDT era efectivo para controlar el gusano de la papa
(Leptinotarsa decemlineata), pero afios después se generaliz6 su uso junto con otros
insecticidas de accion similar (Primo, 1991; Granados y L6pez, et al. 1996).

El comun denominador en el uso de dichas sustancias fue su accién residual
(permanecen activas durante un largo periodo de tiempo) y falta de especificidad (datan
a cualquier especie), por lo que se aplicaron sin control. Sin embargo, con el tiempo, la
permanencia resulté ser uno de los mayores obsticulos al tratar de elevar la produccién
agricola, ya que no se degradan ni atn después del procesamiento industrial de la
materia prima y, al no ser especfficas, alteran el equilibrio ecolégico al dafiar también la
entomofauna benéfica y llegar a niveles superiores de la cadena alimenticia. Asf mismo
han favorecido la seleccién de especies de insectos plaga resistentes® a dichos productos
(Coronado, 1972; Lindbland y Druben, 1979; Pickett, 1988; Romeo y Simmonds, 1988).

La mayoria de los insecticidas sintéticos utilizados hoy dia se han clasificado como
insecticidas de acci6n directa por su efecto en el sistema nervioso, como los
organoclorados, organofosforados, dinitrofenoles, foramidinas, carbamatos y piretroides;
y algunos productos de origen natural como la nicotina, rotenona (Derris), sabadilla y
cuasina. Por otro lado, el grupo de accién indirecta lo constituyen principalmente
productos de origen natural, como los repelentes, atrayentes, feromonas, reguladores del

% Por su accén potente y amplio espectro se extiende el uso del DDT y el de otros productos con
propiedades semejantes tales como 2.4-D (herbicida), TMTD (fungicida) y el WARFARIN (raticida)..

> En 1938 se conodian 7 espedies de insectos resistentes, para 1990 ya eran mds de 500 especies resistentes a
partir de varios mecanismos como: una descomposicién bioqufmica, una accién degradadora de enzimas,
por detoxificadén o por acumulacién en el organismo del insecto.
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crecimiento (ecdisonas, hormonas juveniles, hormonas anti-juveniles), inhibidores de la
oviposicion y los antialimentarios (Pickett, 1988).

Este iltimo grupo de control biolégico ha sido de especial importancia al ser
facilmente degradables y de mayor especificidad®. Los antialimentarios por ejemplo han
sido definidos como sustancias quimicas producidas por la planta, que inhiben la
alimentacién del herbivoro sin causar la muerte inmediata, sino que el insecto muere por
inanicién; este efecto también es referido como sinénimo de disuasivo de la alimentacién
o repelente al gusto por comer (Maxwell y Jennings, 1984; van Beek, and de Groot, 1986).

4.2.1 Control Bioldgico de plagas

El control de plagas desde el punto de vista ecolégico se refiere a la accién de
parasitoides, depredadores, entomopatégenos y productos téxicos de origen organico
vegetal o0 animal, que sirven para regular la densidad poblacional de una plaga hasta
niveles menos dafninos. Desde el punto de vista aplicado y econémico el control biolégico
actua junto con los factores fisicos del medio ambiente permitiendo la conservacién de
organismos benéficos y el mantenimiento del equilibrio ambiental.

~ Las plantas constituyen una fuente valiosisima para el desarrollo dé nuevos
agentes insecticidas, ya que durante 400 millones de afios han desarrollado mecanismos
de proteccién fisicos y quimicos contra el ataque de insectos. A partir de su composicién
quimica se han obtenido numerosas sustancias téxicas, repelentes, antialimentarias o
inhibidoras del crecimiento mediante algunos métodos tradicionales como,
calentamiento o pulverizacién de las plantas secas entre otros, que ha marcado ofras
alternativas de control® (Lindbland y Druben, 1979; Lagunes, 1984; Gonzélez y Lagunes,
1986; Granados y Lépez, 1996).

4.3 Interaccion planta-insecto

Las caracteristicas mediadoras entre plantas e insectos no siempre resultan tan
evidentes para el investigador en el campo debido, a que son respuestas muy finas que

* Muchos de estos compuestos juegan un rol muy especifico en las relaciones insecto-planta, insecto-
insecto, 0 en dertos procesos de los insectos.

* No fue sino hasta 1984 cuando el estudio qufmico de las plantas en busca de insecticidas avanz6
rdpidamente, al dilucidarse varios mecanismos sobre la resistenca qufmica especifica, lo cual ha
estimulado a continuar las investigaciones (Maxwell y Jennings, 1984).
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pueden estar ocultas en la fenologfa, la fitoquimica y en complejos procesos metabélicos
de ambos (Garcia, 1990).

a) Herbivoria

La herbivoria desde el punto de vista ecolégico se ha definido como un tipo
especial de depredacién, en vista de que los herbivoros son capaces de consumir
conjuntos de especies. Su efecto depende de la edad, el estado fisiol6gico de la planta, el
nive] de dafo causado y la preferencia por ciertos érganos vegetales; asf como las
relaciones de la planta atacada con otras (Dirzo, 1984; Dirzo & Harper, 1980 citado por
Garcia, 1990).

Otros tipos de interaccién se dan cuando los insectos obtienen de las plantas sitios
de alimentacién, apareamiento, oviposicién y/o refugio; al tiempo que afectan la
dindmica poblacional de sus plantas huésped, modificando la riqueza, abundancia
relativa y distribucién espacial. Hipotéticamente, los insectos son y han sido la presién
selectiva que ha fomentado la evolucién de las defensas quimicas® y fisicas de las plantas
contra ellos (Dirzo, 1984; Crawley, 1983 citado por Garcfa, 1990).

b) Co-evolucién

Las plantas han tenido que desarrollar mediante una constante co-evolucién con
los herbivoros, numerosos mecanismos para contrarrestar la competencia vegetal intra e
inter especifica, los factores abi6ticos (agua, nutrientes, luz) y el ataque de
microorganismos patégenos o depredadores, ya que dichos factores representan las
mayores presiones selectivas para desarrollar estrategias. Los insectos herbfvoros a pesar
de representar una pequefia parte dentro de los depredadores han moldeado el tipo de
defensas fisicas (dureza de los tejidos, vellosidades, tricomas, espinas agudas, hojas con
bordes agudos etc) y quimicas (p.e. las toxinas del zumaque venenoso Rhus
toxicodendron, los olores y sabores desagradables) que protegen a la planta de su ataque,
haciéndola repelente, toxica o inadecuada (van Beek and de Groot, 1986).

La composicién quimica de la planta, es la que principalmente envia los estimulos
indicativos que le permiten a un insecto fitéfago identificar a sus hospederas. Los
infoquimicos son compuestos que acarrean dicha informacién entre dos individuos,
despertando en el receptor una respuesta fisiolégica o conductual con caréicter
adaptativo para uno de los organismos interactuantes o para ambos. Los estimulos de
los factores arométicos que atraen al insecto hacia la planta actian como “incitadores”,
mientras los que le permiten identificarla como huésped aceptable para alimentarse u

¢ La localizacion, densidad y calidad de los recursos (la planta por su quimica determina la palatabilidad)
influyen en la actividad del insecto y viceversa (Barbour, et al. 1987; Miller and Miller, 1990).
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ovipositar son “estimulantes”; si por el contrario el estimulo encontrado indica que la
planta es inaceptable se considera “disuasivo”” (Maxwell and Jennings, 1984;
Berenbaum, 1995; Anaya, 2003).

4.3.1 Insecticidas de origen vegetal

Desde los tiempos del imperio Romano hasta mediados del siglo XX sobre todo en el
hemisferio oeste, ya se utilizaban los insecticidas vegetales de accién indirecta tales como
la nicotina (alcaloide aislado del extracto acuoso de las hojas del tabaco: Nicotiana
tabacum), la rotenona (derivada de los tallos de Derris elliptica y de Lonchocarpus spp) los
piretroides (de la flor en cabezuela de Chrysanthemum cinerariaefolium), la sabadilla
(alcaloides), la rianina (de los tallos de Ryana speciosa) y la cuasina, como repelentes y
sustancias toxicas contra insectos. En un estudio, los extractos de éstas plantas fueron
aplicados contra Periplaneta americana (Blattidae), Spodoptera frugiperda (Noctuidae) y
Sitophilus aryzae (Curculionidae) donde observaron que pueden matar por ingestion,
contacto o inhalacién; algunos producen esterilidad o bien son atrayentes (sexuales,
alimenticios o inductores de la oviposicién) que sirven como cebos en trampas (Lagunes,
et al. 1984; Norman, 1989; Dev and Jalandhar, 1997.

Con respecto a los antialimentarios el més efectivo y versatil proviene del arbol
del Neem (Azadmrachta indica Juss.) de origen hindd, el cual produce semillas oleaginosas
en cuyo aceite se concentra un nor-triterpéno llamado Azadiractina, eficaz contra un
amplio espectro de especies a concentraciones de 0.1 ppm. También del arbol frutal
Aleurites fordi se han aislado antialimentarios contra el gorgojo del algodén. El
meliantriol y la salamina también son compuestos que se usan como inhibidores en la
alimentacién de insectos (Granados y Lépez, 1996).

En general la actividad antialimentaria se ha descrito para varios grupos de
compuestos tales como terpenos, alcaloides, cumarinas, flavonoides, antraquinonas y
fenoles entre otros. Por ejemplo la aglucona 2,4-dihidroxi-7-metoxi-2 H-1,4-benzoxaxin-3-
ona (DIMBOA) en Zea mays es un eficaz repelente e inhibidor de la alimentaci6n para las
larvas de primer estadfo del barrenador europeo del maiz, Ostrinia nubilalis. Un
inconveniente de este tipo de sustancias es que debido a su origen natural,
frecuentemente estin presentes a bajas concentraciones y su uso serfa costoso a menos
que se realizara la sfntesis organica y se tomaran como prototipos que permitieran su
combinacién con otros métodos de control (Esquivel, et al. 1992; Coronado, 1972).

’ Mientras que los atrayentes, repelentes y muchos incitadores son sustancias arométicas, los estimulantes
y disuasivos son en general factores gustativos (azdcares y amino 4cidos)..
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4.3.2 Metabolitos secundarios

Los primeros metabolitos secundarios estudiados en el siglo pasado, se
encontraron asociados a gléndulas y tricomas motivo por el cual se supuso, eran
sustancias de desecho o vestigios de rutas metab6licas ancestrales sin conferir alguna
ventaja selectiva. Dichos compuestos resultan téxicos al herbfvoro y/o patégeno, o bien
crean condiciones que inhiben su crecimiento dentro de la planta (Coley, 1983 citado por
Garcia, 1990; Cavalier-Smith, 1992 citado por Contreras 2001; Gottlieb, et al. 2002).

Algunos afectan directamente la longevidad, fisiologia sensorial (conducta),
endocrinologfa (desarrollo) y metabolismo del insecto, e indirectamente afectan al insecto
a través de sus simbiontes. Pueden actuar como venenos para animales, bacterias u
hongos, reductores de la digestibilidad en protefnas o carbohidratos; o bien inducir el
consumo por Ssu asociacibn con azucares® (Hattenschwiler and Vitousek, 2000;
Langenheim, 1994 citado por Contreras, 2001).

Por su biogénesis se pueden clasificar dentro de por lo menos dos grupos, p.e.- los
isoprenoides (terpenos), acetogeninas (generadoras de acetato), protoalcaloides y
verdaderos alcaloides que se pueden sintetizar a través de una sola via, otros como los
glicésidos, flavonoides, benzofenonas, ciertas cumarinas, taninos condensados y
estilbenos son producto de vias mixtas (Ley and Toogood, 1990; Bernays, 1994;
Hattenschwiler and Vitousek, 2000; Cates, 1996 citado por Contreras, 2001).

La concentraci6n y diversidad de dichos compuestos varfa con base en la genética,
el clima y la fenologia de la planta entre otros factores es decir, durante la germinacion y
el desarrollo probablemente produzca mas energia en crecer que en la produccién de
altos niveles de metabolitos secundarios, en cambjo una vez ya establecida las hojas
jévenes con un valor nutricional alto necesitan protegerse para asegurar la capacidad
fotosintética que declina en el estado adulto, al igual que las semillas; por lo que ya se
destina mayor energia en la produccién de metabolitos secundarios sobre todo como
agentes antialimentarios. Por lo cual adn quedan numerosos compuestos por ser aislados
y reconocidos como compuestos bioactivos (Inderjit and Frank, 1995; Verpoorte, 1998).

¥ Ge asocian también con fenémenos alelopaticos (inhibidores o reguladores), interacciones mutualistas
(polinizacién), interacciones de herbfvoros del tercer nivel tréfico (dispersion), resistenda contra
radiaciones UV y como factores metabélicos (mediadores nutricionales); siendo muy importantes para la
existencia de las plantas.

I
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4.4 Familia Labiatae y Verbenaceae

El Orden Lamiales incluye cerca de 350 géneros agrupados en 8 familias, dentro
de estas las familias Labiatae y Verbenaceae estdin mas evolutivamente emparentadas
morfol6gica y quimicamente, en especial dentro de diferentes tipos de iridoides y
derivados del é4cido caféico. Recientemente el género Vitex spp. taxondmicamente fue
reubicado de la familia Verbenaceae a la familia Labiatae, respetando dicho cambio en el
presente estudio (Jacobson, 1989; Cantino, et al. 1992; Hedge, 1992; Richardson, 1992;
Verpoorte, 1998).

La familia Labiatae presenta cerca de 220 géneros y quizd mas de 4, 000 especies
con una amplia diversidad morfolégica y distribucién cosmopolita, es una familia
herbicea-arbustiva bien representada en regiones templadas. La familia Verbenaceae por
su parte, estd representada por 91 géneros y cerca de 3, 000 especies tropicales y
subtropicales, basicamente drboles y arbustos con pocas flores zigomérficas y menos
contenido en aceites aromdticos (Cantino, 1992; Zheng-yi and Raven, 1994).

En general las Verbendceas y Labiadas son ricas en terpenos incluyendo
monoterpenos (2 unidades de isopreno), sesquiterpenos (3 u. de i.), diterpenos (4 u. de i),
glic6sidos iridoides (1 u. de i.) y flavonoides®, muchos de los cudles presentan actividad
insecticida. En especial para la familia Verbenaceae algunos ftrabajos cientificos lo
demuestran como por ejemplo: Hosozawa et al (1974) investigaron 23 especies de plantas
pertenecientes a 17 familias diferentes contra Spodoptera litura (el gusano trozador del
tabaco), de éstas, Caryopteris divaricata, Callicarpa japonica (Verbenaceae) y Ficus carica
(Moraceae) mostraron de 80 a 100% de actividad antialimentaria a concentraciones de 1%
y fueron aislados clerodanos en baja proporcién, donde la clerodina fue la mas
representativa aislada de Clerodendron infortunatum y Caryopteris divaricata (Verbenaceae).

Previamente Kato, et al. (1971) (citado por Hosozawa, et al. 1974), aisl6 dos
diterpenos antialimentarios a partir de Clerodendron tricotonum, mientras que otras
verbendceas fueron activas contra Spodopiera litura tales como Clerodendron fragrans
(hoja), C. calamitosum (hoja y tallo), C. crytophyllum (hoja) y Vitex trifolia (semilla), esta
alima incluida recientemente dentro de las Labiatae. Por su actividad insecticida son
conocidas Vitex trifolin y V. negundo contra las larvas del mosquito Culex quinquefasciatus
y Anopheles stephensi, as{ como disuasivas para el mosquito Aedes aegypty.

® El efecto de algunos terpenoides puede ser insecticida, antibacteriano o antifangico (Hegnauer, 1989
citado por Simmonds y Blaney, 1992)..
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Con respecto a la familia Labiatae las especies mexicanas del género Salvia son una
fuente importante de diterpenos del tipo clerodano, lo que las diferencia de las especies
Europeas y Asidticas que producen diterpenos con esqueleto de abietano. Los clerodanos
constituyen casi el 80% de los diterpenos aislados hasta la fecha de las especies
estudiadas y el resto son diterpenos abietanicos y pimardnicos (Cole, 1992; Cantino,
1992).

Algunos diterpenos han mostrado actividad biol6gica antitumoral o
antialimentaria contra insectos, atribuyéndose la primera propiedad a compuestos de
tipo abietdnico y la segunda a compuestos de tipo clerodénico, asf mismo de los géneros
Ajuga, Teucrium, Scutellaria, Leonurus, Stachys y Salvia, se han aislado diterpenoides de
tipo neo-clerodano. La Jodrelina B se aislé de Scutellaria woronowii y es considerada el
mas potente clerodano antialimentario contra S. littoralis (Esquivel, et al. 1992).

Existen reportes de que los terpenoides "antialimentarios" fueron activos contra
Spoddptern spp., Heliothis spp., Bombyx mori y Pectinophera gossypella, mientras que otros
afectaron el desarrollo de los insectos al interferir en el proceso hormonal durante la
pupacién y la ecdisis, llamados por tal motivo “fitoecdisteroides” que también pueden
alterar el namero de generaciones y la proporcién de sexos.

4.4.1 Lantana camara
a) Ubicacién Taxonémica
Reino Vegetal
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Asteridae
Orden Lamiales
Familia Verbenaceae
Género Lantana
Especie Lantana camara Linnaeus, 1753  (Cronquist, 1981).

b) Nombres comunes

Cinco negritos, alfombrilla, ojo de pescado, pionia del cerro, quelite de arroyo, flor
de nauchi, flor de San Cayetano, hierba de San Pedro, hierba negra, hierba amarga,
lampana, llantana, mocototol, mozoquite, orozus, palabra de mujer, palabra de caballero,
poteo (Veracruz), hierba de cristo, corona del sol, (Tamaulipas), tres colores (Michoacéan),
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sapotillo (Oaxaca), una de gato (Morelos), hierba mora, siete colores (Jalisco), confitura,
confite (Sinaloa y Sonora), entre numerosos sinénimos (Martinez, 1979; Nash, et al. 1984;
Argueta, et al. 1994).

c) Origen y Distribucién

Planta de origen americano distribuida desde México, Panam4, Antillas hasta
Ameérica del Sur, crece a una altitud desde el nivel del mar hasta los 1,800m con floracién
todo el ano (Argueta, ef al. 1994; Nash, et al. 1984).

d) Usos

Planta ornamental y medicinal, tradicionalmente se utiliza el cocimiento de
las hojas en padecimientos de tipo gistrico como debilidad, dolor e inflamacién
estomacal, dolor de intestinos y hepético; derrame de bilis, amibas y vémito. En
Chiapas, Puebla y Veracruz principalmente, es utilizada para la diarrea, disenterfa,
afecciones respiratorias, desérdenes ginecoldgicos, después del parto para limpiar
y cicatrizar la matriz y bafar al recién nacido. No existen reportes de su actividad
insecticida, sin embargo las hojas no son atacadas por los insectos, por ello se
incluy6 en el presente estudio para la bisqueda de dicha actividad (Argueta, et al.
1994).

e) Composicién quimica

Todos los érganos de la planta contienen un aceite esencial mas concentrado
en las flores. El aceite esencial contiene los monoterpenos cineol, dipenteno,
geraniol, linalool, a-terpineol, a-felandreno, felandrona y el componente fenélico
eugenol, los triterpenos lantadenos A y B, dcido lantanélico, acido lactico, el éster
metilico del 4cido 3-oxo-urs6lico y el 4cido 3 ceto-ursélico. Lancamarona y 4cido
lantoico han sido detectados s6lo en las hojas e igualmente se han identificado el
triterpeno a-amirina y el esterol f-sitosterol; en la rafz se ha detectado el 4cido
triterpenoide lamado olean6lico (Argueta, ef al. 1994).

4.4.2 Generalidades del género Vitex spp

Este género incluye aproximadamente 270 especies descritas tanto arb6reas como
matorrales creciendo en zonas tropicales y subtropicales. Su origen es desconocido pero
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numerosas variedades han sido descritas en diversos lugares de la India, México y
sureste de Africa (McMillan, 1976; Cronquist, 1981; Jones, 1988; y Segura, 1996).

a) Usos

En la medicina tradicional las hojas son usadas extensamente en inflamaciones y
padecimientos como leucoderma, bronquitis, dolor de cabeza, enfermedades de la piel y
reumatismo, la corteza como astringente y las rafces como afrodisiaco y anti-
inflamatorias, los frutos en dolores de cabeza y como vermifugos, las semillas para
enfermedades de la piel, aborti-facientes y diuréticas; en México la especie Vitex
leucoxylon se usa en el folklore de muchas regiones como alimento, V. mollis para aliviar
la disenterfa como analgésico y anti-inflamatorio, para tratar las picaduras de escorpio6n,
diarrea y afecciones gastrointestinales al igual que V. piramidata, V. pubescens, V. agnus-
castus 'y V. gaumeri (Krishna and Jena, 1990; Argueta, et al. 1994; Ahmad and
Holdsworth, 1995; Bajpai, ef al. 1995).

Tanto V. gaumeri, V.agnus-castus y V. negundo son usadas respectivamente como
malérico, antimicrobiano y antiftngico, V. negundo también es usado como agente anti-
inflamatorio y V. gaumeri para el resfriado y la tos; Vitex rotundifolia se usa para el dolor
de cabeza y de esta se aisl6 un diterpeno de tipo abietano que mostr6 una fuerte
actividad antioxidante y se ha reportado su toxicidad para ciertas lineas celulares
cancerigenas y contra ciertas bacterias patégenas.!® En Jap6n de ésta misma especie se
aislaron flavonoides (de los frutos), glucésidos iridoides y diterpenos (de las hojas) (Tada
and Yasuda, 1984; Ekundayo, et al. 1990; Chawla, ef al. 1992; Singh, et al. 1993; Argueta, ef
al. 1994; Damayanti, et al. 1996; Ono, et al. 1998).

Por su actividad insecticida son conocidas Vitex trifolia y V. negundo, éste Gltimo
eficaz contra las larvas del mosquito Chulees quinquefasciatus y Anopheles stephensi, asi
como disuasivo para el mosquito Aedes aegypty; en campo V. trifolia es poco atacada por
insectos herbivoros por ello se consider6 para su estudio en el presente trabajo.

'° Cabe mencionar que en cuanto a la composicién quimica de diferentes especies sobresalen los aceites
esendales, alcaloides, esteroles, triterpenoides, flavonoides, tridoides, iridoides y ecdisonas (Rimpler, 1972;
Krishna and Jena 1990; Hebbalkar, et al. 1992; Pushpalatha y Muthukrishnan, 1995).
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|
4.4.3 Vitex trifolia var. variegata
a) Ubicacion Taxonémica
Reino Vegetal
Divisién Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Asteridae
Orden Lamiales
Familia Labiatae
Género Vitex .
Especie Vitex trifolia var. variegata Moldenke, 1941

(Publicado en Phytologia, 1941).
b)  Origeny distribucién

Su origen es desconocido, estd bien representada en todo el Oeste de Sudéfrica y
Asia.!" En regiones tropicales y subtropicales estd ampliamente distribuida en paises
como: China, India y Sudamérica; en México se encuentran numerosas variedades
distribuidas desde Sinaloa hasta Yucatdn y Guerrero (Hansel, 1964).

c) Usos

Vitex trifolia se considera ttil en aplicaciones externas para dolores reumaticos y
torceduras, las hojas se usan para fiebres intermitentes acompanadas con vémitos y sed
severas, ha sido reportada por tener propiedades insecticidas. En la India!? las hojas y
tallos son aplicados como ténicos y febrifugos, la decoccién de las hojas y su jugo es
aplicada en la composicién de drogas para combatir el dolor de cabeza y catarro. En las
islas Filipinas se utiliza en fomentos para el reumatismo, contusiones, beri-beri etc.
Steinmetz (1957), senal6 que en Ceildn, India, Burma, Indonesia, Australia y Norte de
China eran de uso comun el aceite esencial y resina extrafdo de las hojas, 4cidos del fruto
y colorantes (Moldenke, 1981; Ramesh, et al. 1986; Thein, et al. 1995).

1 Seemann (1866) sefiala que V.trifolia es muy comdn en Nueva Guinea, China, Ceildn, Japén, al este de la
India, Filipinas, Norte de Australia, e islas del oeste de Africa. Bean (1956) sefiala que esta planta ha sido
cultivada en Inglaterra desde el afio 1739 (Moldenke, 1982).

12 Cooke (1905) remarca que V. trifolia estd muy emparentada a V. negundo con base en criterios

morfol6gicos y propiedades curativas, de hecho entre los Tamils (India), consideran a una especie la
hembra y a la otra el macho, combinandolas con fines curativos.
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Con fines curativos actualmente se utilizan las hojas como ténico, aromatico,
sedativo, analgésico, expectorante, febrifugo y antiparasitario,!? los tallos como ténico,
expectorante, febrifugo y diurético, los frutos frescos en tratamiento para los nervios y
como cefélico, secos como vermifugo y para el insomnio, ademas facilita la transpiracién.

Bolan (1935) reporté que los frutos de V. frifolia eran usados como cataplasma en
el tratamiento de tumores en Malaya e India. Quisumbing (1951) sefial6 que eran
cultivados y utilizados para el tratamiento del céncer de seno en China. Se ha reportado
que la especie de V. trifolia var. variegata que crece como maleza en el Sur de Florida,
causa irritacién al respirar, a veces dolores de cabeza y nauseas.

Worthington (1959) report6 que en Sri Lanka son reconocidas sus semillas por su
actividad antialimentaria contra insectos, siendo también efectivas sus hojas ya que son
altamente aromadticas. En Asia las hojas son mezcladas con el agua para irrigar cultivos
de arroz para protegerlas de plagas y en establecimientos de granos y ropa para repeler
insectos (Hosozawa, et al. 1974, Moldenke, 1981; Moldenke, 1982).

d) Composicién quimica

Se han aislado varias estructuras quimicas de hojas y frutos, tales como
flavonoides: Casticina, 3,6,7-trimetil quercetagetina, 5-metil artemetina, 7-desmetil
artemetina, luteolina, luteolin-7-0-B-D-glucurénido e isoorientina, ademas la presencia de
dimetiltereftalato es tnica y reportada por primera vez en especies del género Vitex, asf
como flavonoides identificados como vitexin, isovitexin y casticin; también glycoflavonas
tpicas de este género (Ramesh, ef al. 1986; Krishna and Jena, 1990).

Han sido descritos y analizados los aceites esenciales de las hojas conteniendo, el
triterpenoide friedelin, stigmasterol, 3-Sitosterol y f-Sitosterol-B-D-glucésido. En relacion
a su actividad Hernindez et al en 1999 reportaron fuerte actividad fangica, bactericida,
citotéxica e insecticida del extracto crudo de diferentes partes de V. trifolia (Vedantham y
Subramanian, 1976; Pan, et al. 1989 y Zeng, et al. 1996).

Las hojas contienen cineol, 1-d-pineno, canfeno, acetato de terpinilo y un alcohol
diterpénico. Willaman & Li (1970) describi6 un nuevo alcaloide, vitricina, del fruto de

' Puri (1960) report6 que las hojas de esta planta fueron probadas por sus propiedades antibi6ticas y
arrojaron resultados negativos contra Staphylococcus aureus, S. albus, Bacillus subtilis, Escherichia colt
cormmunis, Elerthella typhosae, Vibrio cholerae y Klebsiella pneumoniae y solo inhibieron parcialmente el
crecimiento de Shigella dysenteriae (Moldenke, 1981)..
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esta especie y Ramachandran et al (1975) reporté del extracto cloroférmico de las hojas de
V. trifolia dos flavonas metiladas; el rendimiento mayor fue caracterizado como 5, 7-
dihydroxyl-3, 3’, 4, 6-tetra metoxil flavona ( 3, 3’, 4. 6’-tetra metil quercetagetin) y el
menor como artemetina (3-hidrox-3, 3", 4, 6, 7-penta metoxil flavona).

4.4.4 Vitex hemsleyi
a) Ubicacién Taxon6mica
Reino Vegetal
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Asteridae
Orden Lamiales
Familia Labiatae
Género Vitex
Especie Vitex hemsleyi Brig. (Bulletin del” Herbier, 1896).

b)  Nombres comunes “ Capulin y Capulin blanco “

C) Origen y distribucién

En México se encuentra distribuida en Colima, Guerrero, Jalisco, Michoacén,
Nayarit y Oaxaca basicamente, es frecuente en bosque tropical sub-caducifolio a bajas
altitudes, florece en Junio y estd muy emparentada con las especies asiaticas.

d) Usos

La medicina tradicional lo prescribe para problemas gastrointestinales y como
repelente contra mosquitos, por ende fue propuesto para su estudio fitoquimico e
insecticida en el presente estudio ya que no se encontraron antecedentes bibliogréficos
reportados (Samy, et al. 1998).
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4.5 Organismos de prueba
4.5.1 Artemia salina

Es un crusticeo de la subclase Brachiopoda, Orden Anostraca. Presenta tolerancia
a un rango muy amplio de salinidad (de 10-20 a 180-220 g/L.) siendo relativamente f4cil
de cultivar y estudiar. Produce numerosos huevecillos en estado de diapausa, altamente
resistentes a condiciones extremas y muy viables.

El primer reporte del uso de larvas de A. salina en las ciencias biolégicas
toxicologfa apareci6 en 1956 y desde entonces se emplea en estudios medio-ambientales
como una prueba simple, esténdar, rdpida, reproducible, efectiva y cuantificable por
Vanhaecke and Persoone, atil en la busqueda de substancias bioactivas de extractos
vegetales; en el presente estudio se reporta el bioensayo y la preparacién de las muestras
en el apartado de metodologfa (McLaughlin, ef al. 1988; Wah, 1993).

a) Ciclo de vida

Su cultivo es facil en solucién salina donde los huevos en inmersién absorben
agua y la embriogénesis se completa entre 16 a 18h. Los embriones emergen cubiertos
con una membrana, su crecimiento es rapido y las antenas, asf como sus mandfbulas les
ayudan a liberarse; presentan dos estadfos larvarios.

La concentracién letal del 50% de mortalidad (CLso) causada por los extractos fue
determinada después de 24h de exposicién (crénica), debido a que los extractos fueron
solubles en agua’®.

4.5.2 Spodéptera frugiperda
a) Ubicacién Taxonémica

Phyllum:  Artropoda

Clase: Insecta

Orden: Lepidoptera

Familia: Noctuidae

Género: Spodoptera

Especie: Spodoptera frugiperda Smith. (Morén y Terrén, 1988).

14 Para substancias altamente solubles en agua las exposiciones son cortas, mientras los extractos insolubles en agua
requieren mayor tiempo de exposicion (Wah, 1993),
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b) Nombre comdn “Gusano cogollero del maiz”, pelén, palomilla del
mafz, gusano vainero.

c) Distribucién

Es una plaga ampliamente distribuida en México sobre todo en las regiones
tropicales y subtropicales, en general abarca desde el norte de EE.UU. hasta América del
sur y es posible encontrar especies muy afines en Africa y Asia.

d) Ciclo devida

Huevo: de 3-5mm en grupos de hasta 300 en la superficie de la hoja, cubierto con
escamas gris-rosadas del abdomen de la hembra en oviposicién. Larva: (14-15 dias) pasa
por 5 a 6 estadios segtin la temperatura y alimento, mide de 35-40mm cuando esta
madura. Los primeros estadios son verdes con manchas y lineas negras dorsales, después
se vuelve verde con lineas espiraculares y dorsales negras, café-beige o casi negra
(cuando estdn muy hacinadas) con una Y invertida en la cabeza, pindculos dorsales
negros y cuatro puntos negros en cuadro sobre el dltimo segmento abdominal. Adulto:
mide 3cm de punta a punta de las alas, de color oscuro con las alas anteriores moteadas
de gris y con una mancha pélida o blanca en el 4ngulo apical de las alas anteriores, el
segundo par de alas es blanco con venas oscuras (Aviles, 1987; Lagunes y Rodriguez,
1988).

4.5.3 Epilachna varivestis

a) Ubicacién taxondmica

Divisién Artropoda

Clase Insecta
Orden Coleoptera
Familia Coccinelidae

Género Epilachna
Especie Epilachna varivestis Mulsant. (Morén y Terrén, 1988).

b) Nombres comunes Conchuela del frfjol, escarabajo mexicano del
frijol, tortuguilla del frfjol, pachén, catarinita.
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)  Distribucién

Del Sur de Estados Unidos hacia América Central, en México estd presente
en Veracruz, Puebla, Morelos, Tamaulipas, San Luis Potosf, Estado de México,
Guerrero, Michoacdn, Durango, Sonora, Colima, Zacatecas, Guanajuato, D.F,
Jalisco, Oaxaca, Chiapas, Tabasco, Querétaro, Tlaxcla, Coahuila, y Chihuahua (King
y Saunders, 1984).

d) Ciclo de vida

Huevo: elongado amarillo, puesto en grupos de 25 a 60 por el envés de las hojas.
Larva: Cifosomatica que pasa por cuatro estadios, primero blanca verdosa luego
amarilla, oval, cubierta con cuatro a seis espinas ramificadas en cada uno de los
segmentos del cuerpo excepto el caudal, con una protuberancia eversible con 4reas
obscuras cerca de los tres ocelos; longitud corporal: 10-11mm. Pupa: amarilla, ovoide,
pegada a su planta huésped. Adulto: Presentan un cuerpo muy convexo de 6-8mm de
largo, superficie dorsal pubescente de color amarillo, bronce o cobrizo que se hace mas
obscuro con la edad, cada élitro presenta ocho puntos negros formando tres hileras que
cruzan el cuerpo; sus bordes delanteros laterales del pronoto cubren una parte
considerable de los ojos, el extremo de sus mandfbulas es bifido y con muchos dientes en
su cara interna, pliegue epipleural es ancho y acanalado; presenta mesocoxas
ampliamente separadas, patas proporcionalmente cortas ya que los fémures no
sobrepasan los lados del cuerpo y su longitud total es de 6 a 8mm. La incubaci6n dura 12
dfas y completan su desarrollo de 30 a 38 dias, pupan de 9-14 dfas, el ciclo total es de 61
dias con 2 generaciones por afio (Coronado, 1972; Mor6n y Terron, 1988).

22




Mateviales y métodoy §

5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Reactivos y Aparatos utilizados

-Rotavapor (Bichi CH-9230 Flawil /Schweiz).

-Equipo para determinar puntos de fusién (Melt-Temp II, Devices-USA) que no estan
corregidos.

-Balanza granataria 2Kg./5 Lb de capacidad (OHAUS Dial-O-Gram).

-Balanza analitica (Sartorius BP 1105).

-Campana de extraccién (ALDER, S.A. de C.V.)

-Campana de flujo laminar

-Lampara de luz ultravioleta (Spectronics Co., Mod. ENF-260C).

-Estufa (Cole-Parmer Mod. 05015-58).

-Parrilla eléctrica (Barnstesd / Termolyne 2300, Mod. HP2305b).

-Incubadora de ambiente controlado (REVCO 27 °C + 1.5°C y 60% + 5%HR) con foto
periodo luz-oscuridad de 16 - 8 hrs.

-Cromatograffas en columna con fase estacionaria (Gel de silice 60: mallas 230400 y silice
para placas —-Merck).

-Cromatograffas en capa delgada con cromatofolios (Alugram Sil G/UV2s4, Macherey-
Nagel Dirren).

-Revelador de sulfato cérico ( Ce(SO4)2 1% ) en H2504, 2N.

-Licfilizadora (LABCONCO Freeze-Dry System LYPH-LOCK 45).

-Varios (Cristalerfa, papel, algodén, tapones, mangueras, pinzas, pizetas, soporte
universal, anillos metélicos, canastas de ebullicién, piedras, desecador, etc.)

-Bomba de vacio (WELCH, duo-Seal, Mod. 1402).

-Equipo de infrarrojo (Spectrometer, Nicolet Magna 750, Perkin-Elmer, Mod. 337;
en pastilla de KBr o en pelicula).

-Equipo para resonancia magnética nuclear (RMN-1H, Varian Gemini Unity 300, corridos
a 300 MHz) mediante CDCls como disolvente y de referencia interna TMS con
desplazamientos quimicos en ppm y en unidades. Los valores de ] estin dados en Hz.

-Espectrémetro de masas (Jeol JMS-AX505HA 6 Jeol JMS-5X102A), mediante la técnica de
ionizacién por impacto electrénico a 70 eV.
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5.2 Analisis Fitoquimico

~ En el presente estudio se trabaj6 inicialmente con cinco especies vegetales, cuatro
de la familia Labiatae: Vitex mollis (hojas y tallos), V. trifolia var. sub-tricepta (hojas, tallos y
fruto), V. trifolia var.variegata (tallos y fruto) y V. hemsleyi (hojas y tallos); y una de la
familia Verbenaceae: Lantana camara (hojas).

Mediante un enfoque biodirigido hacia la bisqueda de metabolitos secundarios
con actividad insecticida y antialimentaria, se maceraron las especies y los extractos
obtenidos se probaron biol6gicamente de manera preliminar, con base en lo cual fueron
seleccionadas para un andlisis fitoquimico, biol6gico y estadistico completo; las especies
que a continuacién se indican.

5.2.1 Lantana camara (hojas)
a) Material vegetal

Arbusto de ornato de 3m de alto aproximadamente, en estado de floracién con
cabezuelas color amarillo, naranja y rojo muy abundantes; hojas opuestas, rugosas de
apices agudos y base redondeada. La recolecta de tallos y hojas de esta especie estuvo a
cargo del M. en C. Baldomero Esquivel, realizada dentro de las instalaciones del conjunto
E de la Facultad de Quimica (C. U.) de la UNAM, durante Julio de 1998. Las hojas se
secaron a temperatura ambiente hasta sequedad, a partir de las cuales se realiz6 el
andlisis quimico reportado en la Figura 1 (Nash, et al. 1984).

b) Extraccién

Se realiz6 con 1.5kg de hojas secas en un frasco con 10L de (CHs).CO durante tres
dias, el disolvente se elimind a presién reducida en un rotavapor obteniendo 147.37gr (F-
001) de extracto total. A dicho extracto se le realiz6 una particién con 2 mezclas de
disolventes (CsHe-CsHis 1:1 y CH30OH-H20 8:2, 2 L. de ¢/ u) hasta obtener dos fases, una
no polar F-002 (CsHe-CeHis) y otra polar (CH3OH-H-O), los disolventes se eliminaron con
ayuda de un rotavapor. Esta dltima fraccién se extrajo nuevamente con CH:Cl:
obteniendo dos fases, por un lado la fase F-004 de CH2Cl, secada en un rotavapor y por
otro la fase acuosa F-005 (Aztcares, Glic6sidos y Sales) secada en una liofilizadora.

De los extractos antes mencionados se cuenta con producto suficiente almacenado
en condiciones estables. La fase F-003 corresponde a los precipitados insolubles
obtenidos por filtracién antes de la segunda particién con un bajo rendimiento, por lo
cual no se probd en los bioensayos.
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Figura 1.Diagrama de trabajo para Lantana camara

1.5 Kg
Hojas secas y molidas
Extraccién con (CHz3)2CO
C.P.R — l *Pruebas
biol6gicas
Extracto total F-001*
122 4¢.

Particién CsHe-CesHi4 (1:1) vs. CHaOH-H-O (8:2)

! '

A 4
CsHs-CsHa4 (1:1) * P.P. 1L CHsOH- H;O (8:2)
Fase E-002 F-003
30 gr 0.68gz.
l Elimin6 CH:OH c——>
al vacio
C.C., C.C.D.,,C.P.R.
Particién H,O
46 Fracciones * vs. CH.Cl,
Lc.F20*
Fase de CHCl; * Fase H,O *
C.R F-004 F-005
22 fracciones * 1.4 gr 12.2 gr

CLAVES: C.C.= Cromatograffa en columna, C.C.D.= Cromatografia en capa delgada,
C.P.R.= Concent. a presién reducida, L.c. F20 = Fracci6én No.20 (activa),
C.R.=Cromat.Relampago,P.P.l.=Precipitados-insolubles.
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C) Anadlisis cromatografico

La fraccion F-002 (CsHs-Ce¢Hia) fue activa hacia A. salina y su fraccionamiento
cromatogréfico se realizd en una columna de 10cm de & empacada con gel de sflice para
placas. El punto de aplicacién (30gr) fue adsorbido en gel de sflice 60A, adicionando
Na2S0; anhidro una vez empacada. Los disolventes se adicionaron del menos (CsHia) al
mas polar (CH3OH) a través de un embudo de adicién.

Las fracciones eluidas se recolectaron cada 150mL conectadas al vacio y
evaporadas simultdneamente en un rotavapor, la silice se lav6 con CH3OH al final. Las
fracciones obtenidas fueron agrupadas por afinidad quimica en 46 diferentes segin
las cromatrografias en capa delgada realizadas. Donde cada una fue probada
biol6gicamente.

d) Tratamientos activos

De las fracciones antes mencionadas fue activa la No. 20 (L.c. F20). Dicha fraccién
fue separada mas finamente a través de una cromatograffa reldmpago empacada a partir
de 325mg de extracto con gel de silice (230-400 A) en CsHi4-(CHz)2CO al 12.5% (Still, et al.
1978).

El sistema de disolventes se adicion6 de menor a mayor polaridad recolectando
cada 20mL. Una vez separadas se corrieron cromatrografias en capa delgada donde se
obtuvieron 22 fracciones, de las cuales ninguna dio actividad en los tres biensayos
citados. Por tal motivo se llevo la fraccién (L.c. F20) sin separar al ultimo nivel de prueba
referente al efecto antialimentario sobre el ciclo de S. frugiperda.

5.2.2 Vitex trifolia var. variegata (fruto)
a) Material vegetal
Arbusto que mide 6m de alto aproximadamente con hojas pecioladas, pubescentes
con envés grisdceo, margen liso, dpice agudo y base cuneada; tallos y frutos cilindricos de
color pardo. Se recolectaron tallos, hojas y frutos en el poblado llamado el “5” en Valle

del Carrizo (Mpio. Ahome, Sinaloa) durante diciembre de 1997, la recolecta estuvo a
cargo del Dr. Eduardo Aranda (UAEM).
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Figura 2.Diagrama de trabajo para Vitex trifolia var. variegata

94.4 gr
Frutos secos y molidos

Extraccién con (CHs).CO por Soxhlet *Pruebas

C.P.R.

CLAVES:

biol6gicas

 —

v
Extracto total *

7.4 gr

l

C.C. (CeH14-(CH5)2CO
C.C.D.
C.P.R.

18 Fracciones *

!

V.tv.v. F16 *

C.C.= Cromatograffa en columna, C.C.D.= Cromatograffa en capa delgada,
C.P.R.= Concentracién a presién reducida,V.t.v.v. F16= Fraccién No. 16 (activa).
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b) Extraccién

Los frutos ya secos a temperatura ambiente fueron molidos en un mortero de
porcelana pesando 94.4gr. y extraidos como se muestra en la Figura 2. Debido a la
cantidad y dureza del fruto la extraccién se realiz6 en un Soxhlet con (CHz)CO,
eliminando el disolvente a presién reducida en un rotavapor y obteniendo de este
proceso 7.4gr. de extracto total.

<) Andlisis cromatografico

La separacién se realiz6 de forma directa por cromatografia en una columna de
8cm. de @ empacada con gel de sflice para placas y conectada al vacio, el punto de
aplicaci6n fue adsorbido en gel de silice 60: 70-230 A. Los disolventes se adicionaron de
menor a mayor polaridad iniciando con CsHis-(CH3)2CO hasta (CHs3)2CO al 100%. Las
fracciones fueron obtenidas cada 150mL, separando por afinidad quimica 18, mediante
cromatografias en capa delgada. La evaluaci6n biol6gica se realiz6 en los tres bioensayos

estandar.

d) Tratamientos activos

Unicamente la fraccién No.16 (V.t.v.v. F16) fue activa como se muestra en la Tabla
No. 7 del apartado de resultados, la cual fue considerada para la prueba de actividad
antialimentaria.

5.2.3 Vitex hemsleyi (hojas)

a) Material Vegetal

Arbol de aproximadamente 6m de alto con hojas pecioladas, envés convexo y
puberulento, dpice agudo, margen entero y base aguda. Se recolectaron tallos y hojas
representativos de la poblacién en Huautla, Morelos (Mpio. de Tlaquiltenango) el 17 de
Octubre de 1998 a cargo del Dr. Eduardo Aranda. Las hojas fueron extendidas al
ambiente hasta sequedad, molidas, pesadas y extraidas como se indica a continuacién.
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Figura 3.Diagrama de trabajo para Vitex hemsleyi

1204 gr
Hojas secas y molidas

*Pruebas
biol6gicas

v
Extracto total *

5.2¢gr.

C.C. (Cetis-CHs-OH)
C.C.D.
C.P.R.

17 muestras *

!

V.hF1,F2,F3,F4,F5F6F7 F10,F11,F13,F15*

!

E (V.hF1, F3, F4 y F5)

C.C.= Cromatografia en columna, C.C.D.= Cromatografia en capa delgada,

C.P.R.= Concent. a presién reducida, V.h. F 1 - F 15 = Fracciénes de la No.1 ala 15

(activas), E.= Espectroscopias
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b) Extraccion

La extraccion se realizd con 120.4gr. de material vegetal macerado en un matraz de
vidrio con 3L de (CHs)2CO durante tres dias, posteriormente se filtrd y concentr6 a
presion reducida en un rotavapor obteniendo de este proceso 5.2gr de producto con
actividad biologica. En una segunda extraccién con CHs-OH + 5% de H:O se obtuvieron
10.09¢gr. de extracto el cual no presento actividad biolégica.

c) Andlisis cromatografico

Por su actividad el extracto aceténico fue separado directamente por
cromatografia en una columna de 5cm. de & empacada con gel de silice para placas. Los
eluyentes fueron mezclas de menor a mayor polaridad desde CsHi4 hasta CH3COOEt al
100%, llegando a CH3-OH pura y CH3-OH + 5% de H20; el lavado final se realizd con H.0
destilada. Las fracciones fueron recolectadas cada 150mL con vacio y evaporadas a
sequedad mientras que las acuosas se evaporaron con una bomba de alto vacio.
Finalmente por cromatografia en capa delgada se aislaron 17 fracciones que fueron
probadas biol6gicamente.

d) Tratamientos activos

Esta especie vegetal presentd varios tratamientos activos que se sefialan en los
resultados (Tablas 9 y 10).

5.3 Pruebas de actividad bioldgica

En el presente estudio los bioensayos preliminares se realizaron con tres pruebas,
una para determinar la toxicidad de los extractos vegetales con larvas de primer estadio
de Artemia salina (crustdceo) y dos para evaluar la accién insecticida con larvas de primer
estadio de Epilachna varivestis (colebptero) y Spodoptera frugiperda (lepidoptero).

El criterio para determinar la presencia de actividad fue: presentar un porcentaje
de mortalidad acumulada mayor al 60% y por ende una CLso ug/mL baja. Con base en lo
anterior fueron seleccionados aquellos tratamientos activos en la fase preliminar, para
continuar con su evaluacién enfocada hacia la busqueda del efecto antialimentario,
porcentaje de pupacién y proporcién de sexos en el ciclo biolégico de S. frugiperda.

Para dicha prueba, cabe senalar que en los insectos el término "larva" se refiere a
diversas formas inmaduras. En la especie S. frugiperda se presentan 6 estadios larvarios,
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donde solo los dos primeros estadios estuvieron alimentados con los extractos aplicados
en la superficie de la dieta y los cuatro restantes con la dieta libre de compuestos.

Sin embargo en cada estadio se cuantificé el peso y la talla de las larvas, se evalu6
el porcentaje de mortalidad y las alteraciones en su desarrollo, principalmente en el
estadio de pupa. El término “pupa” se refiere al estado entre larva y adulto caracterizado
por que la larva estd recubierta por una capa engrosada de color oscuro y no se alimenta
(Fig. 4), en este estadfo también se calcul6 el porcentaje de pupacién y la proporcién de
sexos; el sexo se ley6 en el tercer segmento abdominal con la ayuda de un microscopio
estereoscopico (Stehr, 1987).

Cabe destacar que en cada prueba se establecieron siembras testigo, las cuales no
rebasaron el 20% de mortalidad, lo que asegura que en los resultados el porcentaje de
mortalidad correspondi6é tnicamente al efecto causado por los extractos. Asi mismo la
metodologfa utilizada en esta prueba fue la establecida por el laboratorio de control
biolégico del CIB (Centro de Investigacién Biotecnolégica) de la UAEM-Cuernavacal®
(Busvine, 1971 citado por Lagunes y Vazquez, 1994).

Por otra parte, el vehiculo que se estableci6 para diluir los extractos fue la
(CHsz)CO, debido a su alta volatilidad, facilidad de adquisicién y capacidad para
disolver a la mayorfa de los compuestos. La Sociedad Americana de Entomologia (ESA,
por sus siglas en inglés) recomienda precisamente su uso como disolvente universal para
las pruebas biol6gicas (Lagunes y Vizquez, 1994).

Con referencia a la solubilidad de los extractos en agua para la prueba biol6gica
con A. salina, la mayorfa de las fracciones separadas requirieron el uso de DMSO
(dimetilsulf6xido) como codisolvente o surfactante, para lo cual se adicionaron 20puL por
vial aun en el control, con base en que las larvas de crustdceos pueden tolerar arriba del
11% de DMSO (Steven and Russell, 1993).

Las larvas de E. wvarivestis y S. frugiperda utilizadas en los bioensayos fueron
procedentes del insectario del CIB, mantenidas bajo condiciones ambientales controladas
(Temperatura, Humedad, Foto periodo y Ventilacién), lugar donde fueron realizadas las
pruebas biol6gicas bajo la direccién del Dr. Eduardo Aranda (Aranda, et al. 1996).

15 McLaughlin en 1988, report6 que la prueba con Artemia salina podia ser extendida como estdndar para
descubrir substancias nuevas, ttiles, o prototipos de compuestos bioactivos naturales por ser rdpida y
confiable. Asf mismo el Dr. Eduardo Aranda en 1996, estableci6 entre otros el cultivo de E. varivestis y S.
frugiperda como pruebas de actividad insecticida y antialimentaria debidamente estdndarizadas (Aranda, et
al. 1996).. :
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5.3.1 Artemia salina Leach (crustaceo)
a) Preparacion de las muestras

En las fracciones con extractos completos se trabajd con 20mg y en el caso de
compuestos puros con 10mg, en ambos casos fueron aforados a 2mL con (CH3),CO o
mezclas CsHi4-(CH3)2CO segtin la disolucién del producto; solo en el caso de las
fracciones muy polares se aplicé (CHz).CO + 5% de CH3-OH debido a su alta toxicidad
(Meyer, et al. 1982).

b) Bioensayo

Una vez diluidos los extractos se tomaron alicuotas de 500, 50 y 5uL por triplicado
respectivamente. A cada concentracién asi como al control se le colocaron 10 larvas de A.
salina cosechadas con una pipeta Pasteur (Imm. , de &). Finalmente se aforaron a 5mL
con medio salino para obtener una concentracién final de 1000, 100 y 10 ppm (Meyer, et
al. 1982).

Las larvas fueron eclosionadas en un recipiente con dos divisiones, pero
conectados en el fondo; el cual se lleno de agua de mar sintética. En una divisién se
colocaron los huevecillos y se cubrié con papel aluminio, el recipiente fue colocado bajo
un foco de 20 wats (cerca de 25%C) por 48h; asi los nauplios eclosionados por su
fototrépismo positivo, se trasladaron al compartimento destapado, donde se
recolectaron.

Durante los bioensayos el porcentaje de mortalidad se cuantific6 después de
permanecer expuestos a los extractos por 24h, mediante un microscépio estereoscépico.
La mortalidad se consider6 como la ausencia total de movimiento en los apéndices u otro
signo vital mostrado. Los organismos vivos fueron cuantificados, luego se adicion6 CHs-
OH durante 5min. para facilitar el conteo del total de organismos y asf obtener el
porcentaje de los que respondieron al tratamiento.

5.3.2 Spodoptera frugiperda J.E. Smith (lepidoptero)

a) Preparacion de las muestras
Se utilizaron 10mg de cada extracto, colocados en viales donde se adicion6 1mL de

(CH3)2CO, como solucién stock. De estas se tomaron alicuotas correspondientes a 100,
200 y 400ppm, dejando evaporar. Posteriormente, a cada vial se le agregaron 20ul de
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DMSO y agua destilada, hasta su disolucién con ultrasonido y/o calor; aforando a 1mL
de volumen final.

b)  Bioensayo

El alimento de las larvas fue una dieta artificial de tipo oligidica (meridica segin
algunos autores), es decir esta compuesta por elementos de diferente naturaleza,
modificada por Minh (1984)1¢, Para la preparacion, se mezclaron todos los componentes
y fueron disueltos bajo calor moderado, vaciado inmediatamente en placas de poli-
estireno (con 24 pozos de 2.4cm de didmetro marca Corning Cell Wells, No.25820),
aproximadamente 3mL en cada pozo, dejando gelificar.

Durante el bioensayo cada muestra preparada a 100, 200 y 400 ppm de
concentracién, fue adicionada cada 35uL por pozo de una placa con dieta. Es decir se
trabaj6 con una placa por concentracion, cada dosis fue distribuida homogéneamente por
toda la superficie de la dieta; dejando evaporar bajo una campana de flujo laminar. Se
establecieron también dos controles (con disolvente sin muestra) y un blanco (sin nada).

Las larvas con 24h de eclosioén fueron colocadas de 2 en 2 por cada pozo con la
ayuda de un pincel fino (#00), al final la placa se cubri6 con una pelicula auto adherente
(Kleen Pack) para evitar el escape de las larvas, perforando finamente como respiraderos.
Las placas fueron apiladas y sujetas para su incubacién por 7 dfas a 24°C, al cabo de los
cudles se cuantifico el porcentaje de mortalidad.

5.3.3 Epilachna varivestis Mulsant (coledptero)

a) Preparacién de las muestras

Se trabaj6é con 10mg de cada extracto en viales, donde se agregé 1mL de (CH3)2CO
como soluciéon stock, de ahi fueron tomadas alicuotas correspondientes para
concentraciones de 20 y 200ppm. Se dejaron evaporar para adicionar SuL. de Tween 80
(adherente o dispersante) y 20uL de DMSO, aforando a 20mL con agua destilada.

- Los controles se establecieron dos como positivos y 2 como negativos por cada
bioensayo, dentro de los controles positivos uno fue quimico a partir de un

* 16 Este tipo de dieta consiste principalmente en el uso de materiales naturales crudos y otros elementos de
origen vegetal o animal con cardcteristicas nutricionales y no nutricionales, ficilmente asequibles y baratos
que ayudan a producir insectos de calidad aceptable; relativamente es de fdcil elaboracién y conservacién
(Singh, 1977; Mihm, 1987; y Bautista, ef al. 1994)..
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organofosforado a 1ppm (Fosdrim comercial al 90%), preparado con 3uL por cada 10mL
y el otro fue orgénico a partir del extracto hexanico de semillas de Anona muricata. Los
dos controles negativos, se prepararon con los disolventes sin muestra; asi mismo se
incluyeron 2 testigos a los que se agreg6 tinicamente agua destilada.

b) Bioensayo

En cajas petri se agregaron 10mL de agar (15gr/L) hasta solidificar, colocando
encima 2 discos de papel secante del mismo didmetro para absorber el exceso de
humedad. Las hojas de frijol (Phaseolus vulgaris) recién cortadas, se sumergieron en las
soluciones preparadas con los extractos a cada concentracién (20 y 200 ppm) sefialada
durante 20s agitando constantemente, realizando dicho procedimiento por duplicado.

Sobre una charola con papel se extendieron las hojas bafadas con los extractos
bajo una campana de flujo laminar, ya secas se colocaron de 2 en 2 por caja petri
previamente etiquetadas, posteriormente se pusieron 10 larvas de 2hrs de eclosién y se
incubaron a 26°C durante 7 dfas reportando la toxicidad con base en el porcentaje de
mortalidad presentado.

5.3.4 Actividad Antialimentaria en S. frugiperda

a) Preparacién de las muestras

La metodologia realizada fue la reportada para los bioensayos de actividad
insecticida, pero a las siguientes concentraciones: 100, 300 y 600ppm a fin de ampliar el
rango del efecto registrado en la fase preliminar.

b) Bioensayo

Asi mismo para la realizacién del presente bioensayo se mantuvo el mismo criterio
descrito en la fase de actividad insecticida, salvo que luego de los primeros 7 dias de
tratamiento, se cuantificé el porcentaje de mortalidad acumulada de las larvas. También
se dejé una larva por pozo, substituyendo las muertas. De tal forma que se evalu6 todo el
ciclo cada 7 dias, registrando los datos de peso y talla, especificamente a 6 de las 24 por
concentracién previamente seleccionadas completamente al azar.

A partir de lo anterior se generaron 4 registros por concentracién de peso y talla a
diferentes tiempos, asf como el porcentaje de pupacién y la proporcién de sexos de larvas

34



Maleriales y metodoy

vivas y sanas (Fig. 4). El peso(mg) se registr6 en una balanza analitica y la talla(mm) se
midi6 con papel milimétrico.

Asl mismo cabe mencionar, que a partir de la segunda semana de crecimiento, se
colocaron cada 3 larvas en recipientes de plastico desechable mas grandes, previamente
etiquetados con dieta libre de tratamiento para su crecimiento y pupacién. A dicho nivel
de prueba se observé en algunos casos canibalismo, lo que redujo el porcentaje de
pupacién; se observaron también pupas con malformaciones. Todos los organismos al
final del estudio se sacrificaron para prevenir riesgos. Es importante mencionar que para
cada bioensayo se estableci6 un control y un testigo.

Figura4. Ciclo-de vida de los lepiddpteros

Apareamiento y Fertilizacion,
requieren una proporcion favorable HUEVO Eclosién
aprox. 3-4 hembras/macho. \

ADULTO LARVA
Alta proporcion de Numeroso estadios
emergencia para preservar y mudas para pupa
las especies. J ‘/

PUPA

Funcidn Biologica:

Larva: comery crecer

Pupa: relativamente inactiva

Adulto: apareamiento, reproduccion
y oviposicion

Esquivel, et al. 1992
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5.4 Analisis estadistico

Los bioensayos toxicolégicos preliminares con A. salina, y de actividad insecticida
con 5. frugiperda y E. varivestis fueron de respuesta rdpida, reproducible y cualitativa del
“todo o nada”, en los que se estim6 el porcentaje de mortalidad, reportado en tablas de
frecuencia acumulada; donde se midi6 la relacién estimulo-respuesta para determinar la
concentracion letal media CLso. La probabilidad fue del 95%, con base en el método de
“Anélisis Probit ” estandarizado por Finney (Finney, 1971; Infante y Calderén, 1980).

A partir de lo cual los tratamientos que presentaron actividad positiva se probaron
en el bioensayo de actividad antialimentaria, la cual es de tipo cuantitativo a partir del
registro del peso y la talla a diferentes estadios, los registros fueron cada 7 dfas,
finalizando el ciclo con cuatro tomas.

El disefio estadistico se plante6 con base en variables independientes: tiempo (T1,
T2, T3 y T4) tratamiento (13 extractos activos) y concentracién (100, 300 y 600ppm); el
tiempo se consider6 desde la perspectiva de la acumulaci6n del efecto.

Es importante decir que la seleccion de 6 larvas fue completamente al azar a partir
de un total de 24 en cada concentracion las cuales se midieron y pesaron (Reyes, 1984).

La interacci6n entre las variables independientes se realiz6 mediante un analisis
de varianza ANOVA factorial involucrando a todas las variables y sus niveles de prueba,
posteriormente un ANOVA simple para cada variable de forma independiente; en las
interacciones con significancia se aplicé una prueba POST HOC conocida como prueba
de Tukey MCMM (Método de Comparacion Multiple de Medias) para ubicar el nivel al
que el tratamiento fue activo.

En este caso los tratamientos activos se reportan ampliamente en el apartado de
resultados, junto con su caracterizacién estructural por métodos espectroscépicos y
espectrométricos.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

En el presente estudio se trabaj6 con cinco especies vegetales mediante un enfoque
biodirigido, hacia la basqueda de metabolitos secundarios con actividad insecticida y
antialimentaria.

De la familia Labiatae se maceraron: Vitex mollis (hojas y tallos), V. trifolia var. sub-
tricepta (hojas, tallos y fruto), V. trifolia var.variegata (tallos y fruto) y V. hemsleyi (hojas y
tallos) con CHsCOOEt; los frutos con CHs-OH. De la familia Verbenaceae: Lanfana
camara (hojas) con (CHaz)CO.

Los extractos obtenidos de estas especies se probaron biolégicamente de manera
preliminar en Artemia salina, Epilachana ovarivestis y Spodoptera frugiperda)?, como se
reporta en la metodologia. La forma fue indirecta, es decir se manejaron
concentraciones y no dosis, ya que no existi6 la certidumbre de la cantidad exacta
disuelta en el medio o alimento, asf como la consumida por el organismo.

La respuesta fue de tipo cualitativa del todo o nada, durante el tHempo de
exposicién; evaluando asf la ausencia total de movimiento para calcular el porcentaje de
mortalidad. Dicho porcentaje es la expresién cuantitativa de la “dosis letal media”
(DL50), la cual indica la tolerancia de un organismo en particular a un insecticida, bajo
ciertas condiciones experimentales y representa la dosis necesaria para matar el 50% de
los individuos, expresado asf con fines estadisticos (Hubert, 1980; citado por Lagunes y
Vazquez, 1994).

El porcentaje de mortalidad se report6 de forma acumulada con relacién a los
individuos tratados y los que respondieron al tratamiento, considerando como activas a
aquellas fracciones con una mortalidad acumulada mayor al 60% y una concentracién
letal media (CLso pg/mL) bajal®, menor a 1000pg/mL (Finney, 1971; Hubert, 1980,
Lagunes y Vazquez, 1994).

17 Los dos iiltimos son insectos plaga de importancia econémica.
18 Ver tabla 1 de resultados
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Con base en lo anterior fueron seleccionadas para un analisis fitoquimico,
biolégico y estadistico mas amplio, las especies que acontinuacién se indican en la Tabla
1 resaltadas con letras obscuras, correspondientes a la suma de tres repeticiones (90
artemias) por concentracién para cada tratamiento.

Tabla 1. Mortalidad (%) en A. salina con las especies de Labiatae y Verbenaceae

Tratamiento Concentrac. Muertas Vivas Muertas Vivas Muertas Mortalidad ClLso
(PPm) No. No. acum. _acum. totales % pg/mL

V. mollis 1000 15 15 31 15 31/46 67.40
(tatlos) 100 13 17 16 32 16/48 33.30 325.98

10 3 27 3 59 3./62 4.80

4/ trifolia var. 1000 16 14 34 14 34/48 70.80
variegata 100 14 16 18 34 18/52 34.60 273.79

(tallos) 10 4 26 4 60 4./64 6.25

V. trifofia var. 1000 21 9 35 9 35/44 79.50
variegata 100 10 20 14 29 14143 32.60 212.14

(fruto) 10 4 26 4 55 4459 6.80

V. fiemsleyi 1000 25 5 36 5 36/41 87.80
‘(hojas) 100 8 22 11 27 11./38 28.90 183.08

10 3 27 3 54 3./57 5.26

Lantana 1000 11 19 36 19 36/55 65.45
camara 100 15 15 25 34 25/59 42.37 237.50

(hojas) 10 10 20 10 54 10./64 15.62

A partir de dichos resultados se realiz6 el fraccionamiento quimico biodirigido de
Lantana camara (hojas), V. trifolia var. variegata (frutos) y V. hemsleyi (hojas).

6.1 Lantana camara

Esta especie fue la nica que a la menor concentracién (10 ppm) present6 15.62%
de mortalidad, lo que le di6 hasta el momento mayor ventaja comparativa.
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6.1.1 Actividad insecticida

El extracto aceténico de las hojas, registrado como F-001, fue separado como se
indica en la Fig.1 de metodologia, a partir del cual las fracciones resultantes (F-002, F-
004 y F-005) se probaron en A. salina, donde la F-002(CsHg-CsHi4) resulté activa (Tabla
2).

Tabla 2. Mortalidad (%) en A.salina con la fase F-002 de Lantana camara

Tratamiento Concentracion  Muertas Vivas Muertas Vivas Muertas Mortalidad Clso

(ppm) No. No. acum. acum. totales % pg/mL
Fase
CeHe-CeHs4
(1:1) 1000 14 16 41 16 41/57 71.83
(F-002) 100 13 17 27 33 27/60 45.00 142.99
10 14 16 14 49 14/63 22.22

Dicha fracci6bn fue separada mais finamente a través de una cromatografia
reldmpago, probando las muestras resultantes tanto en A. salina como en E. varivestis y S.
frugiperda de modo indirecto. Donde tinicamente la fraccién (L.c. F20) fue activa para
Artemia salina, con un 65.11% de mortalidad acumulada 2 100ppm y una CLso de 428.21
ug/mL, mientras que en Epilachna varivestis y Spodoptera frugiperda no fue significativa
(Tabla 3).

Tabla 3. Mortalidad (%) de la fraccién Lc F 20 de Lantana camara en A. salina

Tratamient Concentracién  Muertas Vivas Muertas Vivas Muertas Mortalidad CL50

(ppm) No. No. acum. acum. totales % pug/mL
Lantana
camara 1000 15 15 28 15 28/43 65.11
F 20 100 6 24 13 39 13/52 25.00 428.21
10 7 23 7 62 7./69 10.14

El resultado anterior demostr6 que quizd por sus caracteristicas fisiolégicas,
dicho organismo fue mas sensible a la presencia de uno o varios compuestos quimicos
presentes en esta fraccién; de ahf que compuestos que son disuasivos para un insecto u
organismo pueden actuar como estimulantes para otros y viceversa (Fowden and Peter,
1984).
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Por ello y con base en los resultados anteriores, se sugiere hacer correlaciones
estadisticas previas: organismo-compuesto-concentracién, con el fin de comprender
mejor Ja accién quimica que ejercen los metabolitos y su concentracién sobre los
diferentes sistemas biol6gicos de prueba a evaluar.

Posteriormente, se continu6 con la separacién de la fraccién LcF20 mediante una
cromatograffa relampago, de la cual se obtuvieron 22 compuestos puros. Dichos
compuestos fueron probados biolégicamente, sin presentar actividad positiva en ningtin
sistema. Quizd porque son compuestos sinérgicos y separados perdieron su actividad o
bien fueron labiles al ambiente (Still, et al. 1978).

Por ello, para evaluar el efecto antialimentario en S. frugiperda se trabaj6 con la
muestra LcF20 completa sin fraccionar. Las variables dependientes fueron peso y talla,
mientras que las independientes fueron iempo, tratamiento y concentracién, como se
detalla en la metodologia.

Cabe senalar que los datos de peso y talla fueron medidos cada 7 dfas en cuatro
tomas, a partir de 6 larvas seleccionadas completamente al azar de un total de 24 por
cada concentracién (100, 300 y 600ppm), es decir fueron 72 datos experimentales (ver
anexo # 2y 3).

El analisis estadistico de dichos datos permiti6 contrastar la Ht (hipotesis de
trabajo) planteada contra la Ho (hip6tesis nula) ya que, el andlisis de varianza y la
prueba de Tukey senalaron diferencias significativas causadas por efecto de las
variables independientes y no debidas al azar, por lo que la Ho se rechazé.

El an4lisis de varianza ANOVA se realiz6 factorial y simple, el primero permiti6

apreciar la significancia del iempo, tratamiento y concentracién con relacién al peso y la
talla (ver tabla 4 y 5).

Tabla 4. Resultados del analisis ANOVA factorial y simple para peso

Variables; A 8 C
Factores
A 0.000* 0.000* 0.257
B 0.000* 0.000*
C 0.000*
factorial ABC*
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Tabla 5. Resultados del andlisis ANOVA factorial y simple para talla

Factores
A 0.000" 0.000* 0.000*
B 0.000* 0.810
C 0.350
factorial ABC*

Donde: A=Tiempo, B=Tratamiento, C=Concentracién, ABC=Interaccién de las tres variables independientes;
(*) representa la significancia al 0.050 de probabilidad.

El ANOVA simple por su parte mostr6 que para el peso, fueron significativos
tiempo contra tiempo y tratamiento; el tratamiento fue significativo contra tratamiento y
concentracion, esta dltima solo result6 significativa contra si misma. En la taila, el
tempo fue significativo contra todas las variables, el tratamiento solo contra tratamiento
y la concentracién no fue significativa en ningtan caso.

Por otra parte se aplicé una prueba POST HOC conocida como prueba de Tukey
MCMM (Método de Comparacién Multiple de Medias) que determiné el nivel al que
cada una de las variables independientes fueron significativas.

Para el peso (mg) la variable tiempo(t) presenté una P < 0.050, ya que los pesos
promedio variaron en cada toma con una diferencia significativa entre ellos, en parte
debido al propio crecimiento de las larvas como sigue: t1=0.35mg, t:=6.12mg, t3=45.23mg

y 4=281.6mg (Fig.4).

Peso
(mg)

400 ——Lc F20
300 —&—Control

200
100

1 2 3 4 Tiempo (t)

Fig.5 Registro del peso a diferentes tiempos con L. camara (Lc F20)
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Con respecto al tratamiento podria pensarse en un efecto positivo ya que los
pesos fueron menores que el control, sin embargo estadisticamente la diferencia no fue
significativa. La variable concentracion presenté una P>0.050 la cual indica que su efecto
fue negativo, por ende las diferencias entre los pesos registrados no fueron
significativas.

Para la talla (mm) el tiempo fue significativo con una P<0.050 donde los
promedios fueron en el t=3mm, t,=7.4mm, ts=14.9mm y t4=27.6mm (Fig 5). La variable
tratamiento no present6 diferencias significativas, de hecho se mantuvo cerca del
control. La concentraci6n por su parte tampoco fue significativa en ningan caso P>0.050.

Talla (mm)

40 -
30 4 ——[cF 20
—&— Control
20 +
10 -
0 T T T
1 2 3 4
Tiempo (t)

Fig. 6 Registro de ]a talla a diferentes tiempos con L. camara (Lc F20)

Los aspectos correspondientes al porcentaje de pupacién y proporcion de sexos
se evaluaron con individuos sin alteraciones de un total de 24 como el 100% (Tabla 6). El
primero en general fue bajo, ya que hubo una alta mortalidad en larvas, prepupas y
pupas deformes (tecas incompletas, torax prominente) en especial a 600 ppm de
concentracién (Tabla 6).

Con respecto a la proporcién de sexos varié segin la concentracién, pero en total
fueron 9 machos por 8 hembras. En el campo siempre se guarda una relacién mayor de
hembras que de machos con una diferencia de al menos 5 individuos. Por lo que en este
caso se puede decir que a bajas concentraciones se inhibié la diferenciacién hacia
hembras.
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Tabla 6. Poblacién de S. frugiperda expuesta al tratamiento (Lc F20) de Lantana camara

Tratamiento Concentracién No. Pupacién Proporcién sexos
ppm Individuos Q d e / a
Lantana
camara 600 24 8.33 4.17 2 1
F20 300 24 20.83 20.83 1 - 1
100 24 20.83 29.17 5 7

6.2 Vitex trifolia var. variegata:

6.2.1 Actividad insecticida

Con el extracto acet6nico del fruto de esta especie se obtuvieron de modo directo
18 fracciones quimicas (ver metodologfa Fig. 2), las cudles fueron probadas
biol6gicamente en A. salina y los insectos E. varivestis y S. frugiperda. Considerando como
activa a la fraccion V.t.v.v.F¥16 (Vitex trifolia var. variegata F16) hacia S. frugiperda (Tabla?),
ya que presenté un 61.11% de mortalidad a 400ppm con una CLso de 322ug/mL y las
fracciones F11, F15 y F18 estuvieron cercanas al 60%.

Tabla 7. Mortalidad (%) en S. frugiperda con algunas fracciones del extracto aceténico

Tratamiento Concentracién Muenas Vivas Muertas Vivas Muertas Mortalidad CLso

(ppm) No. No. acum.  acum. _ totales % ug/mL
Vitex trifolia
var, variegala

F11 400 7 17 20 17 20/37 54.05
200 7 17 13 34 13/47 27.70 362.38
100 6 18 6 52 6./58 10.34

F15 400 8 16 18 16 18/34 52.94
200 7 17 10 33 10./43 23.26 372.51
100 3 21 3 54 3./157 5.26

F16 400 10 14 22 14 22/36 61.11
200 6 18 12 32 12444 27.30 322.21
100 6 18 6 50 656 10.71

F18 400 5 19 20 19 20/39 51.38
200 13 11 15 30 15/45 33.30 350.37
100 2 22 2 52 2/54 3.70
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Con la fraccién activa antes sefialada se realiz6 la prueba de actividad
antialimentaria a 600, 300 y 100ppm durante el ciclo biol6gico de S. frugiperda. Donde las
variables dependientes fueron peso y talla, las cudles se midieron a partir de 6 de 24
Jarvas tomadas al azar, cada 7 dfas por 4 veces (ver Anexo 4 y 5). Con dichos datos se
realiz6 el analisis estadistico ANOVA factorial y simple. Resultando una interacci6n
significativa entre las variables independientes (Hempo, tratamiento y concentracién)
sobre las dependentes (Tablas 4 y 5).

La prueba de Tukey report6 para el peso(mg) promedio una P < 0.05 de
significancia con las variables tiempo y tratamiento, la concentracién no fue significativa
(Fig. 6). Asi, todos los pesos promedio tj=0.42mg, t=5.8mg, t:=34mg y t=249.9mg
fueron menores ai control.

Peso (mg)
400
300 —$—\tvv F 16
200 —&—Control

100
0

Tiempo (t)

Fig. 7 Registro del peso a diferentes tiempos con V.t.v.variegata (Vtvv F16)

Talla (mm)
40
30 ——Vtvv F 16
20 —o— Control
10
0 T T T T 1
1 2 3 4
Tiempo (t)

Fig. 8 Registro de la talla a diferentes tiempos con V.t.v.vartegata (Vtvv F16)
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La prueba de Tukey para la talla sefialé6 una P < 0.05 solo con la variable tiempo,
ya que los valores promedio de cada tiempo fueron significativamente diferentes entre
si como sigue: t=3mm, £=7.6, t=14.6 y t,=25.4mm. Con respecto al control no hubo
diferencias significativas de ninguna de las variables tiempo, concentracién ni
tratamiento.

Por otro lado, cabe mencionar que Hosozawa, ef al. en 1974 reportaron gue las
semillas de Vitex trifolia var. variegata fueron activas contra larvas de Spodoptera litura.
Heraso por su parte en 1988 realiz6 bioensayos a partir del extracto de las hojas con
CH2Cl2 y encontr6 que a 0.1mg/cm? no fue letal para las larvas de S. frugiperda solo
redujo el peso y la talla de las mismas. En otro caso, Herndndez, et al. en 1998 reportaron
que los extractos de las hojas hexdnico y CHxCl, de esta misma especie vegetal,
mostraron actividad relevante como antialimentarios contra S. frugiperda.

Sin embargo, del fruto de esta especie que es considerado un 6rgano que necesita
protecci6n quimica contra sus consumidores no se encontraron reportes de algun tipo
de actividad, por ello el presente estudio se considera una aportacién al respecto.
Encontrando que del extracto aceténico la fraccién F16 present6é actividad insecticida
contra A. salina y antialimentaria contra S. frugiperda.

Con respecto a los porcentajes de pupacién y proporcién de sexos fueron bajos
debido a una alta mortalidad y deformaciones (tecas incompletas) presentadas en larvas
de tercer estadfo y pupas, quiza porque en esos estadios fueron mas vulnerables a los
compuestos presentes en la fraccién o bien por el tiempo de exposicién (Tabla 8), la
concentracién etc. ya que a 600ppm se observaron gran ndmero de deformaciones.

Tabla 8. Poblacién de S. frugiperda aplicando la F16 del extracto Vitex t. var. variegata

Tratamiento Concentracion No. % Pupacion Proporcién sexos
ppm Individuos Q g e / &
Vitex tifolia
var. variegata 800 24 8.33 12.5 2 3
F£16 300 24 16.67 33.34 4 : 8
100 24 16.67 25 4 6
TOTAL 72 41.67 70.84 10:17
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La proporcién de sexos en la poblacién sobreviviente fue de 17 machos por 10
hembras, contrario a lo que sucede en campo, ya sea por una diferenciacién preferencial
hacia los machos o bien porque las hembras fueron méas susceptibles.

6.3 Vitex hemsleyi:
6.3.1 Actividad insecticida:

A partir del extracto de las hojas secas obtenido con (CHs)2CO y con CHs-OH+
5% HzO en una segunda extraccién, como se refiere en la metodologia (Fig. 3), se
reportan los siguientes resultados.

En el bioensayo preliminar con A salina el extracto acetonico fue activo, por lo que
se procedil a su separacién cromatografica, de la cual se obtuvieron 17 fracciones que
fueron probadas en los tres sistemas biolé6gicos establecidos.

En A. salina la fraccién (V.h. F1) se consider6 activa (Tabla 9) con una mortalidad
acumulada de 70% a 1000ppm. La CLso no pudo calcularla el analisis probit debido que a
100 y 10 ppm la mortalidad fue de cero y las concentraciones no convergieron.

Tabla 9. Mortalidad (%) en A. salina con la fraccién F1 del extracto aceténico

Tratamiento Concentracion Muertas Vivas Muertas Vivas Muertas Monralidad Cils0

(ppm) No. No. acum. acum. totales % pg/mL
F1 1000 21 9 21 9 21730 70.00
100 0 30 0] 39 0/39 0 N.C.
10 0 30 0 69 0/69 0

N.C. = No convergen

En el bioensayo con E. varivestis no hubo fracciones activas, mientras que para S.
frugiperda los resultados fueron mas representativos (Tabla 10), las fracciones Vh F2, F3,
F4, F5, F6 y F13 resultaron activas, mientras que las fracciones Vh F7, F10, F11 y F15 adn
cuando no alcanzaron el 60% de mortalidad en S. frugiperda, fueron consideradas al
realizar la prueba de actividad antialimentaria; con el fin de tener un sondeo completo
de los compuestos aislados a partir de esta especie.

Cabe destacar que tnicamente se report6 el porcentaje de mortalidad sin llegar a

investigar el sitio de accién en el sistema biolégico y su relacién con la estructura
quimica y concentracién de los metabolitos secundarios (1000, 100 y 10 en A. salina, 20 'y
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200ppm con E. varivestis, y finalmente 100, 200 y 400 ppm para S. frugiperda), ya que las
pruebas estin debidamente estandarizadas para los fines del presente estudio.

Tabla 10. Mortalidad (%) en S. frugiperda con las fracciones activas del extracto acetonico

Tratamiento Concentracién Muertas Vivas Muertas  Vivas Muertas Mortalidad CLs0

(ppm) No. No. acum.  acum. totales % pg/mL
Vitex hemsleyi
F2 400 8 16 24 16 24/40 60.00
200 8 16 16 32 16/48 33.33 309.40
100 8 16 8 48 8./56 14.28
F3 400 23 25 76 25 76/101 75.24
200 34 14 53 39 53/92 57.60 192.16
100 19 29 19 68 19/87 21.83
F4 400 16 32 70 32 70/102 68.62
200 28 20 54 52 54/108 50.94 210.32
100 26 22 26 74 26/100 26.00
F5 400 21 27 72 27 72/99 72.72
200 24 24 51 51 51/102 50.00 200.00
100 27 21 27 72 27/99 27.27
F6 400 24 24 85 24 85/109 77.98
200 29 19 61 43 61/104 58.65 156.48
100 32 16 32 59 32191 35.16
F7 400 8 15 20 15 20/35 57.14
200 3 15 11 30 11./41 26.83 351.12
100 8 15 8 45 8./53 15.09
F10 400 8 16 20 16 20/36 556.65
200 7 17 12 33 12./45 26.67 353.16
100 S 19 5 52 5.157 B.77
F11 400 8 16 19 16 18135 54.28
200 4 20 11 36 11.147 23.40 382.88
100 7 17 7 53 7./60 11.66
F13 400 9 15 24 15 24/39 61.54
200 9 15 15 30 15/45 33.33 302.47
100 6 18 6 48 6./54 11.11
F15 400 9 15 19 15 19/34 55.88
200 5 19 10 34 10./44 22.73 365.10
100 5 19 5 53 5./58 8.62
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En la prueba de actividad antialimentaria se evaluaron todas las fracciones de la
tabla 10 mas la fraccién Vh F1 por su efecto contra A. salina que correspondieron a los
tratamientos, cada uno se probd a tres concentraciones (100, 300 y 600 ppm) en 24 larvas
por concentracién, tomando 6 de ellas completamente al azar para su registro de peso y
talla y asf cuantificar el efecto antialimentario. Se realizaron cuatro registros cada 7 dias
que correspondieron a ]a variable tiempo. Los datos se reportan en los anexos # 6 al 13.

La prueba de varianza ANOVA factorial, aplicada a dichos datos indic6 que las
tres variables independientes (tiempo, tratamiento y concentracién) interaccionaron sin
diferencia estadistica significativa (ver Tablas 4 y 5 de L. camara). Por tal motivo se
continud con el anélisis ANOVA simple donde tanto el peso como la talla mantuvieron
un efecto significativo ejercido por las variables: tiempo de exposicion y tratamiento
unicamente.

——VhF1
—i—Vh F2
—a—Vh F3
——Vh F4
—x>*—Vh F5
—8—Vh F6
——Vh F?7
——Vh F10
——Vh F11
—e—Vh F13
—ii—Vh F15
—e— Control

Tiempo (t)

Fig. 9 Registro del peso a diferentes tiempos con 11 fracciones de V. hemsleyi

Ambas variables se procesaron mediante una prueba de Tukey que para la
variable tiempo identifico diferencias significativas entre la toma (t4) con rrespecto a las
anteriores. En este registro los valores de los pesos promedio fueron mas homogéneos,
pero atin cuando se elevaron no rebasaron el valor promedio del control a diferencia del
t3, donde fueron mas heterogéneos ya que los tratamientos Vh Fl1, I3, F4, F5, y F6
estuvieron por debajo del control mientras que F2, F7, F10, F11, F13, y F15 por arriba, lo
cual sefiala un efecto antialimentario para el primer caso y una fagoestimulacién para el
segundo.
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Resultd claro que la concentracién no fue significativa y cabe sefialar que
probablemente su efecto quedd enmascarado por el tiempo de exposicién, donde el
efecto se acumuld hasta causar la muerte de los insectos, lo cual estadisticamente fue
mas significativo que la mortalidad provocada por concentraciénes sub-letales a corto
plazo.

Con referencia a la talla su respuesta fue similar al peso, habiendo un marcado
incremento en el t4 el cual sin embargo fue menor al control; dicho incremento pudo
deberse a que las larvas sobrevivientes fueron muy homogéneas. Por lo que solo el
tiempo present6 una P < 0.05 de significancia. Asl mismo el t3 presentd una divergencia
de tratamientos tal como se report6 para el peso y del t1 al t2 hubo poca variacion (ver
Fig. 9).

Talla (mm) ¢ :: :z;
~—#—Vh F3
40 —¥—Vh F4
| —%—Vh F5
—0—Vh F6
30 ——VhF7
——vVh F10
20 + ———Vh F11
—e—Vh Fi3
- ——-Vh F15
10 —a— Control
0 . : .
1 2 3 4
Tiempo (t)

Fig. 10 Registro de la talla a diferentes tiempos con 11 fracciones de V. hemsleyi

Con relacién al porcentaje de pupacién para los tratamientos F1, F2, F5, F6, F7, y
F15 fueron bajos principalmente a 600 ppm y con relacién a la proporcién de sexos hubo
6 hembras por cada 3 machos, excepto en el tratamiento F2. Para los tratamientos F3, F4,
F10, F11 y F13 los porcentajes de pupacién mas altos se dieron a 600ppm y los menores a
100ppm, con respecto a la proporcion de sexos predominaron los machos a 600ppm.
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Tabla 11. Resultados de S. frugiperda aplicando las fracciones activas de Vitex hemsley:

Tratamiento Concantracién Individuos % Pupacion % Mortalldad Proporcion

saxos
ppm No. @ d % d Q/c

600 24 125 125 0 8.33 1:1

F1 300 24 25 125 0 0 6:3
100 24 20.84 20.84 4.17 0 1:1

600 24 417 25 0 8.33 1:6

F2 300 24 8.3 16.67 417 417 2:4
100 24 125 20.83 833 833 3:5

600 24 125 16.67 (4] 417 3:4

F3 300 24 16.67 29.17 417 0 4:7
100 24 417 417 0 0 1:1

600 24 25 16.67 417 417 6:4

F4 300 24 125 125 0 417 1:1
100 24 125 16.67 0 0 3:4

600 24 417 0 (] 0 1:0

F5 300 24 125 25 0 0 3:6
100 24 20.84 8.3 0 0 5:2

600 24 125 417 417 4.17 3

F6 300 24 20.83 2083 0 0 1:1
100 24 3.4 417 1] 0 8:1

600 24 0 417 0 417 0:1

F7 300 24 16.67 833 417 8,33 4:2
100 24 125 8.33 125 417 3:2

600 24 3.34 16.66 417 8.33 8:4

F10 300 24 16.66 20.83 833 417 4:5
100 24 20.83 125 125 8.3 5:3

600 24 25 417 4.17 0 6:1

F11 300 24 16.67 16.67 0 4.17 1:1
100 24 8.33 16.67 0 0 2:4

600 24 29.17 417 417 0 7:1

F13 300 24 125 8.3 0 0 3:2
100 24 833 833 0 0 1:1

600 24 0 0 0 1] 0:0

F15 300 24 125 4.17 417 417 3:1
100 24 125 417 417 0 3:1
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En general la mortalidad fue alta en los estadfos de larva y prepupa, adem4s en
este ultimo se observaron alteraciones morfol6gicas como protuberancias, tecas
incompletas, alas cortas, abdomen deforme, larvas albinas o cuticula hialina
basicamente, lo que repercutié6 en el analisis estadfstico ya que solo se consideraron
individuos sanos y vivos; por lo que de alguna forma la fraccién quimica fue
responsable en algunos casos.

Por otro lado, se descart6 que las malformaciones fuesen causadas por el
deterioro de la poblacion de insectos en condiciones de laboratorio ya que se
mantuvieron bajo factores abi6ticos (luz, temperatura, viento, humedad) y bi6ticos
(alimento, sin depredacién o parasitismo) estables, en continua renovacién con lineas
silvestres y con cultivos control, eliminando asf las pequefias variaciones encontradas
para asegurar una correcta interpretacién de resultados (King y Leppla, 1984; Moore,
1984 citado por Bautista, 1994).

Los cudles con respecto al porcentaje de sobrevivencia de las hembras sefialan
que fueron los mds bajos. En condiciones de campo se reporta que las hembras atn a
mayor edad siguen siendo fértiles y produciendo descendencia, pero producen menor
namero de huevecillos para compensar. Los machos por su parte fueron mas resistentes
y asi mismo en ntimero mayor las pupas diferenciadas a machos; contrario a lo que
ocurre en condiciones naturales.

6.4 Actividad antialimentaria

Los tratamientos activos probados en este bioensayo fueron catorce: el T1 que
corresponde a Vitex hemsleyi fraccién F1(v.h. F1), el T2 (v.h. F5), T3 (v.h. F6), T4 (v.h. F4),
T5 a V. tifolia var. variegata F16, el T6 (v.h. ¥3), T7 a Lantana camara ¥20, T8 (v.h. F11), T9
(v.h. F13), T10 (v.h. F10), T11 (v.h. F15), T12 (v.h. F2), T13 (v.h. F7) y el T14 que
correspondié al control.

Dichos tratamientos fueron preparados a 600, 300 y 100ppm, tal como se describe
en el apartado de material y métodos donde también se reporta la dieta artificial con la
que se aliment6 a las larvas de Spodoptera. Después de 7 dias de exponerse al alimento
contaminado con los compuestos de cada tratamiento, se ley6 el porcentaje de
mortalidad acumulada a partir de 6 larvas escogidas al azar de un total de 24 por
concentracién y se registré su peso y talla, dicho registro se continu6 cada semana hasta
la pupacién con el fin de determinar si hubo efecto antialimentario o no(Tabla 12).
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En general se pudo observar que el efecto toxico reportado inicialmente por los
tratamientos disminuyé y por ende los valores de las CLsp aumentaron, mientras que las
concentraciones para este bioensayo se establecieron con base en los resultados
preliminares. Por otro lado cabe hacer menci6én de que se trabaj6 con la primer
generacién de larvas de adultos recién establecidos en condiciones de laboratorio, ya
que por una infestacién de hormigas se perdi6 el cultivo anterior, por ello se infiere que
presentaron mayor resistencia a los tratamientos, aunado a la baja de actividad de los
productos por efecto del medio ambiente.

Es oportuno sefialar que las larvas muertas en la primer semana se repusieron
por otras que sobrevivieron durante su evaluacién, asegurando con ello que la
mortalidad reportada fue debida dnicamente al efecto de los compuestos quimicos.

Dichos compuestos fueron considerados activos al presentar una CLso menor a
1000p1g/ mL y en el caso de compuestos puros fue menor a 200 ug/mlL, lo que dio pauta
para considerar que el tratamiento T1 (Vitex hemsleyi F1) a los 7 dias fue el tratamiento
mas activo con 61.29% de mortalidad y una CLso de 528.77ug/mlL, seguido por los
tratamientos T6, T4 y T2, que aunque no alcanzaron el 60% de mortalidad, la CLso que
presentaron fue menor a 1000pug/mL, los restantes simplemente no fueron activos
(Finney, 1971; Russell, et al. 1977; Infante, 1980; Anderson, ef al. 1991).
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Tabla 12. Mortalidad (%) presentada en S. frugiperda por las fracciones seleccionadas!

Tratamiento Concentracién Muertas Vivas Muertas Vivas Muertas Mortalidad CLS0
(ppm) Noa. No. acum. QGUM, totales % pg/mb
€00 12 12 19 12 1931 61.29
i 300 -] 19 7 31 739 1642 §20.77
100 2 -4 2 83 2455 344
600 S 19 13 19 1332 40.63
2 300 4 20 ] 35 a1 17.02 885,92
100 4 20 4 39 463 6.35
600 2 n 9 2 9531 29.09
3 300 8 18 7 40 7147 14.89 1068.54
100 1 pal 1 3 1./64 1.56
500 6 18 16 18 16,34 471.06
4 300 2 2 L[} 40 10450 20.00 911.08
100 8 18 8 &6 8464 12.50
600 4 20 12 20 1232 37.30
5 300 1 2 8 43 8./51 15.869 1583.18
100 7 17 7 80 7.7 10.45
600 4 20 21 20 21144 St 22
6 300 10 -] 17 8 1748 37.78 537.58
{00 7 17 7 45 7,52 13.46
600 2 ] 5 Fz3 527 18.52
7 300 7] 3 “ 3147 6.38 NC.
100 1 px) 1 87 168 1.47
600 0 24 24 024 0
8 300 s} 24 [} 48 /a8 0 NC.
100 0 24 0o 72 72 o
600 0 24 4 24 .25 4
9 300 1 3 1 47 148 201 N.C.
100 0 24 0 71 o7 0
800 (¢} 24 1 24 1725 4.00
10 300 0 24 1 48 148 200 N.C.
100 2 n 1\ 1.39
600 z 1 n 1724 417
11 300 0 24 0 47 /47 o N.C.
100 0 24 [s] 2l o714 o
600 0 24 5 24 5720 17.24
12 300 4 2 5 44 5449 10.20 2188 31
100 3 23 1 &7 1./68 1.47
800 0o 24 0 24 024 (o]
300 0 24 0 48 /a8 [} 0
13 100 0 24 o n 72 (o]
800 [e] 24 (o] 24 024 o
14 300 0o 24 0 48 0/48 0o 0
100 0 24 0 72 w72 o

I N.C. = Estos datos probablemente no convergen y no hay interaccién.
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A continuacion se indican los resultados obtenidos de la comparacién entre las
variables independientes y los promedios de peso y talla en cuatro tiempos diferentes
junto con los datos de pupacién y proporcién de sexos (Fig.10).

La prueba de Tukey marc6é diferencias significativas para el peso, donde los
promedios de los tratamientos T1(v.h. F1), T2(v.h. F5), T3(v.h. F6), T4(v.h. F4), T5(v.t.v.v.
F16), T (v.h. F3) 6 y T7(l.c. F20) fueron similares y en funcién al control presentaron un
efecto antialimentario. A partir de los tratamientos T8(v.h. F11) y T9(v.h. F13) hubo un
aumento en el peso, sin embargo la diferencia fue poco significativa, haciendose
altamente significativa con respecto a los tratamientos T10(v.h. F10), T11(v.h. F15),
T12(v.h. F2) y T13(v.h. F7) los cuéles con respecto al control (T14) favorecieron el gusto
por comer.

Peso (mg.)
200 -
150 - PO S
100 - K .

50 -

0 T T T T T 1 T T T T T T T ¥

1 2 3 4 5§ 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Tratamientos

Fig. 11 Peso comparativo del promedio con 3 concentraciones en 4 tiempos.

En la figura anterior se indica el promedio del peso registrado por cada
tratamiento en funcién del tiempo y no de la concentracién, ya que esta no fue
significativa (Fig. 10). Donde resulta claro observar que el tratamiento 13 (Vitex hemsleyi
F7) present6 el promedio mas alto con 162.7mg y 0% de mortalidad a 600ppm; por el
contrario el peso mas bajo lo registr6 el tratamiento 1 (V. h. F1) con 59.39mg y 61.29% de
mortalidad a 600ppm, por ello este dGltimo fue el mds representativo como
antialimentario e insecticida. El tratamiento 14 correspondié al control con un promedio
de 103.7mg y un registro de 0% de mortalidad.
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Tabla 13. Resultados de los tratamientos seleccionados en el bioensayo con S. frugiperda

Tratamiento  Concentracién Peso promedio Talla promedio  Mortalidad

(ppm) (gr) (cm) %
1 600 59.39 12.10 61.29
2 600 59.89 12.80 40.63
3 600 64.50 12.50 29.03
4 600 65.78 12.40 47.06
5 600 73.62 12.70 37.30
6 600 74.36 14.40 51.22
7 600 83.31 13.20 18.52
8 600 131.99 16.00 0
9 600 133.10 16.18 4.00
10 600 145.06 16.90 4.00
11 600 147.31 16.52 417
12 600 152.29 16.30 17.24
13 600 162.70 17.50 0
14 600 103.70 15.30 0

Por otra parte en los resultados presentados en apartado de V. hemsley: (Tabla, 10)
los tratamientos T1 (v.h. F1), Té (v.h. F3), T4 (v.h. F4) y T2 (v.h. F5) fueron los mas
activos, sin embargo en esta prueba por las razones antes mencionadas (efecto del
ambiente, larvas mas resistentes) los porcentajes de mortalidad disminuyeron
considerablemente excepto en la fraccién v.h. F1, la cual en menor proporcién mantuvo
su efecto hacia los lepid6pteros adaptados a succionar aun después de su separacién
cromatografica y se considera el antialimentario mas representativo aislado en el
presente estudio.

Con respecto a la pupacién y proporcién de sexos podemos decir que por
comparacién el tratamiento T2(v.h. F5) present6 el porcentaje de pupacién mds bajo ya
que en los estadfos larvarios hubo una elevada mortalidad y el niimero de machos fue
mayor al de hembras (Tabla 11) .
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De acuerdo con los resultados anteriores y preliminares, se prosigui6 a purificar
los tratamientos v.h. Fl(compuesto 1), v.h. F3(compuesto 2), v.h. F4(compuesto 3) y v.h.
F5(compuesto 4), y a caracterizar las estructuras quimicas resultantes mediante técnicas
espectroscopicas y espectrométricas, cotejando con la revisién bibliografica a fin de
determinar correctamente la estructura junto con sus propiedades fisicas, quimicas y
biol6gicas.

6.5 Caracterizacion Estructural:

Se identific6 la estructura molecular de cinco metabolitos secundarios , los cuales
fueron todos activos y provenientes del extracto crudo de las hojas de Vitex hemsleyi (ver
diagrama de trabajo Fig. 3); con base en métodos espectroscépicos (ultravioleta (UV),
infrarrojo  (IR), resonancia magnética proténica de hidrégeno (RMN-H)) vy
espectrométricos (espectrometria de masas (EM)), como se reporta a continuacién,
siendo el compuesto 1 el de mayor actividad.

a) Compuesto 1

lwz/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\28
Hidrocarburo

El compuesto codificado VHFE-1 se aislé como una sustancia cerosa blanca. En el
espectro de IR de esta sustancia se observan bandas en 1711y 1731cm ! indicativas de
grupos carbonilo muy probablemente de grupos ésteres.

El aspecto del espectro de masas? de este compuesto sugiere una naturaleza
esencialmente hidrocarbonada. Se observan varias pérdidas consecutivas de 14
unidades de masa lo cual apoya la observaci6n anterior.

El espectro de RMN de 'H?! de esta sustancia es congruente con una sustancia de
tipo hidrocarburo, el 2-metil-octacosano, aislado previamente de tabaco, aceite de
naranja y de algunos insectos.

19 Corresponde al Espectro No. 1
20 Correspondiente al Espectro No. 2
21 Espectro con No. 3
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Del género Vitex este es el segundo reporte descrito de un compuesto de este tipo
con actividad insecticida y antialimentaria (Villegas, 2004).

b) Compuesto 2

T [hnre-

18 9

El producto VHF-2 fue aislado como un aceite viscoso de color amartillo pélido.
Su espectro de IR%Z muestra una banda ancha centrada en 2845 cm-! la cual junto con la
observada en 1691.3 cm! sugiere la presencia de un dcido carboxflico o, B-insaturado.
En 1638.8 cm™! se observa una banda intensa que se asigna a dobles ligaduras.

En el espectro RMN de "HZ de esta sustancia se observan a tres senales singuletes
en 0.684, 0.802, 0.872 que se asigna tres metilos presentes en la estructura de este
producto. Una sefial doblete con [=1.2 centrada en 2.16 ppm se asigna a un metfilo
vinflico, lo cual es consistente con la presencia de dobles ligaduras indicada en el IR.

Dos sefiales que integran para un protén cada una en 4.49 (s.a.) y 4.84 (d.a,, J=1.2)
se asignan a los protones de un metileno exaciclico caracteristico de un sistema de tipo
labdano con un doble enlace 8(17).

En 567 se observa una sefial de tipo vinilica (desplazamiento quimico) cuya
multiplicidad (cuarteto deformado) y constante de acoplamiento (J=1.2) indican que estd
acoplado al metilo vinflico previamente mencionado. Estos datos sugieren la presencia
de un sistema de dcido carboxilico o, B insaturado con un metilo unido en posicién §,
acoplado a un protén vinflico a al carbonilo. El desplazamiento quimico del precitado
metilo sugiere que se encuentra en relacién cis al grupo carboxilo.

22 Espectro No. 4
23 Espectro No. S5
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Los datos anteriores, sumados a la espectrometrfa de masas indican que VHF-2 es
un diterpeno con un arreglo del tipo labdano. La estructura asignada corresponde al
dcido anticopalico. Esta sustancia se conoce con anterioridad y ha sido descrita como
componente de plantas del género Copaifera, como Pinus strobus, P. moticola e Hymenea
coubaril L. (Basile, A.C. et al. 1988)

Es importante sefialar que este es el segundo reporte de diterpenos tipo labdano
con este patr6n de oxidacién en plantas del género Vitex, con actividad bésicamente
fagoestimulante ya que béasicamente se han descrito diterpenos del grupo de los
clerodanos (Villegas, 2004).

¢) Compuesto 3
El compuesto codificado como VHF-3 se aisi6 como un producto aceitoso.

En el espectro de IR de este producto se observa una banda ancha centrada en
2930 cmla cual sumada a la banda en 1695 cm-! indican la presencia de un grupo cido
carboxdlico. La banda observada en 1641 en este mismo espectro sugiere la presencia de
dobles ligaduras.

En el espectro de RM.N. de "H? de este producto se observan senales que
recuerdan a las del dcido anticopélico previamente descrito, sumadas a las de un
producto de naturaleza aromitica.

Restando las sefiales del 4cido anticopalico se puede observar un sistema de tres
protones arométicos en 6.88(singulete deformado), 6.99(dd, 1H, J=8.1 y 1.92) y 7.16
ppm(d, 1H, J=8.1) los cuéles se asignan a un anillo aromético trisustituido con dos
protones en relacién orto y un protén adicional en relacién meta y para en los anteriores.

Estas sefiales sumadas a las de un grupo isopropilo caracteristicas de un abietano
indican que el producto VHF-3 es una mezcla de acido anticopélico y acido dehidro
abiético. El espectro de masas de VHF-3% apoya este resultado ya que se observan
sefiales a m/z 304 y m/z 300 correspondientes al M+ para el dcido anticopdlico y
dehidro abiético; cuya mezcla present6 actividad tanto insecticida como antialimentaria.

2¢ Espectro No. 6
25 Espectro No. 7
26 Espectro No. 8
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¢) Compuesto 4

Acido dehidro-abiético

Los datos espectroscpicos obtenidos para este producto indican que se trata del
diterpeno con un arreglo molecular del abietano conocido como dcido dehidro abiético,
el cual se encuentra mezclado con el 4cido anticopalico en forma minoritaria y necesita
otro tipo de separacién?, aislado anteriormente de Pinus palustris, Pinus taeda y Larix
kaempfen, en el presente estudio presenté una marcada actividad antialimentaria.

Compuesto 5

Gardenina B

El producto VHF-5 es un flavonoide tipico de labiatae que por su espectroscopfa
presenta un arreglo molecular del tipo de las flavonas bien conocida como Gardenia B2,
aisladas en Mentha pulegium, Mentha suaveolens y Sidertis mugronensis entre otros,
recientemente reportada para esta especie (Villegas, 2004), la cual en el presente estudio
report6 una actividad antialimentaria importante.

ESTA TESIS NO DEME
SALR DE LA BiaulgTech

27 Espectros No. 9, 10y 11
2% Espectros No. 12, 13y 14
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{.CONCLUSIONES

El estudio quimico biodirigido, hacia la busqueda del potencial insecticida y
antialimentario de las especies vegetales Lantana camara, Vitex trifolia var. variegata y
Vitex hemsleyi, permiti6 discernir los compuestos activos con base en los objetivos
planteados, de una manera clara y confiable. Por lo que es muy importante integrar
pruebas de actividad biol6gica en los estudios sobre la composicién quimica de las
plantas aportando un mayor interés desde el punto de vista econ6mico, ecolégico,
medicinal y cultural de las mismas.

Por otro lado, los extractos de las tres especies fueron acet6nicos, sin embargo
debido a la composicién quimica de las estructuras trabajadas hubo diferencias en
cuanto a su cromatograffa y actividad biol6gica. Lo que sf result6 claro fue que en
general los compuestos activos se extrajeron con disolventes de baja polaridad; asi
mismo en cuanto a la actividad biol6gica ninguna fraccién resulté activa contra E.
varivestis, mientras que las fracciones que fueron activas hacia A. salina y Spodoptera
estuvieron preparadas a la mdas alta concentracién. Por lo tanto, se concluye que las
fracciones activas son de baja polaridad y que E. varivestis no es sensible a las mismas.

Con respecto a la actividad insecticida, las hojas de Lantana camara (Verbenaceae)
no fueron activas, los frutos de Vitex trifolia var. variegata (fam. Labiatae) presentaron
actividad hacia Spoddptera frugiperda a 400ppm y las hojas de Vitex hemsleyi presentaron
varias fracciones activas hacia A. salina a 1000 ppm y hacia S. frugiperda a 400ppm, por lo
que esta Gltima especie estuvo mejor protegida contra el ataque de los herbivoros.

En cuanto a la actividad antialimentaria, tnicamente Vitex hemsleyi present6
actividad, en este caso se aislaron cinco fracciones eluidas a baja polaridad (VhF1, F3, F4,
F5 y F6), las cudles presentaron una diferencia estadisticamente significativa en las
variables tiempo y tratamiento con respecto al control; asi mismo esta especie present6
seis fracciones (F2, F7, F10, F11, F13, y F15) con actividad fagoestimulante, lo cual
demuestra que esta especie es rica en metabolitos secundarios indirectos.

En general para las tres especies vegetales se observ6 un porcentaje de pupacién
bajo causado por una alta mortalidad en los estadios de larva y prepupa, aunado a las
alteraciones causadas durante la pupacion, lo cual disminuy6 atin mas la emergencia de
adultos. Por lo cual la diferencia en la proporcién de sexos fue minima con mayor
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cantidad de machos que de hembras. La maduracion reproductiva y efectos posteriores
en la oogénesis no se valoraron ya que no fueron los objetivos del estudio.

Con referencia a las estructuras quimicas de los metabolitos secundarios con
actividad tanto insecticida como antialimentaria, fueron dilucidados cinco compuestos
correspondientes a la especie Vitex hemsleyi. Se encontr6 que el compuesto mas activo
result6 ser el hidrocarburo 2-metil-octacosano, seguido por la mezcla de diterpenos, uno
con esqueleto tipo labdano (4cido anticopdlico) y otro de tipo abietano (acido
dehidroabiético), cabe mencionar que el acido anticopélico puro present6 actividad
fagoestimulante mientras que el 4cido dehidro abiético conserv6 la actividad
antialimentaria, finalmente sigui6 el flavonoide Gardenia B. Esto nos demuestra que el
hidrocarburo de cadena larga fue estable porque mantuvo su actividad biol6gica.

Por otra parte, cabe mencionar que algunas fracciones perdieron o modificaron su
actividad al momento de su separacién cromatografica sefialando un efecto sinérgico, el
cual es de importante consideracién al momento de establecer los bioensayos.

En todos los casos los insectos estuvieron bien expuestos a la accién de los
productos vegetales de acuerdo a su polaridad y al habitat de los organismos. Por lo
cual consideramos que la aplicaciéon de los compuestos quimicos fue adecuada. Sin
embargo, las diferencias fisiolégicas de cada organismo les confieren un tipo de
respuesta particular en cuanto a tolerancia, resistencia, diferencia en el desarrollo, entre
otras que causaron diferencias en los porcentajes de la mortalidad. Por lo tanto, es de
suma importancia considerar dichas diferencias fisiol6gicas a fin de no dar un falso
positivo o bien dejar de escudrifiar compuestos potenciales. Se sugiere realizar un
analisis de correlacion entre los sistemas biol6gicos para estudios futuros.

No obstante, también es importante realizar otro tipo de pruebas
multidisciplinarias con dichos compuestos para conocer sus alcances y limitaciones, asi
como para comprender mejor su naturaleza quimica y actividad biol6gica para
utilizarlos lo més adecuadamente. Conocer su accién al ser aplicados solos o
acompanados; ya sea usandolos como un toxicos, cebos o bien como reguladores de la
poblacién al inhibir alguna etapa del desarrollo o para modificar simplemente la
proporcion de sexos.

De acuerdo con lo anterior, los objetivos planteados en el presente estudio se
cumplieron satisfactoriamente aceptando la hipétesis de trabajo, ya que los metabolitos
secundarios causaron una mortalidad significativa en los insectos de interés,
alteraciones en su desarrollo y arreglo poblacional, lo que cuantitativamente provoc6
diferencias significativas.
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Entre otras consideraciones, este trabajo representa una aportacién con
aplicaciones ecolégicas en el manejo integrado de insectos plaga (MIP), que a través de
subsiguientes lineas de investigacién permitan ir despejando el camino para sentar las
bases con respecto a las implicaciones y riesgos que surjan, utiles en el planteamiento de
alternativas que permitan regular a las plagas sin dafar al ambiente.

Ciertamente, se han obtenido resultados satisfactorios en este campo, mediante
trabajos y ensayos realizados por numerosos investigadores, sin embargo atin queda
mucho por hacer y es prioritaria la aplicacién de politicas que fomenten, practiquen o
fortalezcan un sistema de agricultura sustentable y las medidas de control biol6gico de
plagas.

Por ultimo, debemos recordar que México cuenta con una amplia diversidad de
especies vegetales que muchas son endémicas y son, por lo tanto, un potencial de
metabolitos secundarios para el desarrollo de productos de control biolégico que
marquen un hito histérico dentro del campo cientifico que fortalezcan una cultura de la
bioconservacion, fomenten la aplicacién de insecticidas biodegradables asi como formar
parte integral del desarrollo sustentable de las comunidades.
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14. INGREDIENTES DE LA DIETA:

Harina de soya 71 1gr.
Germen de tngo 31.7gr.
Sales Wesson 10.6gr.
Sacarosa 13.0gr.

Acido sérbico 1.0gr.
Methylparaben 1.6gr.
Formalina (10%) 4.4 mL.
Cloruro de colina (15%) 7.3 mL.
Solucién vitaminica 3.5 mL.
Acido ascorbico 4.3 gr.
Agar 14 .0gr.

Acido acético (25%) 12 ml.

PREPARACION DE LA DIETA:

En un recipiente de 1L. se disuolvid el agar con 500mL. de agua destilada caliente y se agitd para evitar la
formacién de grumos. La solucion de agar se hirvié a fuego lento durante 10 min mas. Esta solucion de agar se junto
con los demas ingredientes excepto las vitamunas y se licuaron, al mismo tiempo se agregaron 600mL mas de agua
destilada fria. Por ultimo se agregd la solucidn vitaminica e inmediatamente la dieta se colocd en un vaso de

precipitado para vaciarla en las placas Cell Wells Corning,
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15. REGISTRO DEL PESO (mg) DE LARVAS Spodoptera frugiperda CON LA FRACCION 20 DEL EXTRACTO
ACETONICO DE Lantana camara.

T1 T2 T3 T4
i 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
0.5 0.2 0.6 24 8.5 42 375 127 405 1590 2513 2494
0.3 0.2 0.3 2.4 9.1 63 453 422 340 2678 3701 2266
0.3 0.4 0.5 9.7 6.6 2.5 504 359 507 3245 2591 2250
0.4 0.4 0.2 4.2 3.4 6.2 474 280 628 4124 2464 3626
0.4 0.4 0.3 8.4 31 71 1279 316 209 2771 1433 3606
0.3 0.2 0.2 8.0 8.1 9.9 575 273 415 4325 1459 3556
X=04 0.3 0.35 5.85 6.5 60 610 330 417 3122 2360 2966

T1, T2, T3, y T4 = Tiempos de registro (cada siete dias)
1, 2, 3 = Concentraciones aplicadas { 100, 300 y 600 ppm)
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16. REGISTRO DE LA TALLA(mm) DE LARVAS Spodopiera frugiperda CON LA FRACCION 20 DEL
EXTRACTO ACETONICO DE Lantana camara.

T1 T2 T3 T4
! 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
3 3 35 6 3 6 15 10 15 22 28 29
3 3 2.5 5 9 g 15 16 13 27 3 28
3 3 K 9 8 6 15 17 15 32 30 27
3 3.5 3 ) 6 7 16 13 7 30 25 26
3 3 25 9 6 8 20 14 12 27 22 25
3 2 3 5.0 8 10 18 13 15 35 26 27
X=1 3 3 7.3 1.5 7.5 l6.5 138 14.5 28.8 27 27

T1, T2, T3, y T4 = Tiempos de registro (cada siete dias)
1, 2, 3 = Concentraciones aplicadas ( 100, 300 y 600 ppm)
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17. REGISTRO DEL PESO (gr) DE LARVAS Spodoptera frugiperda CON LA FRACCION 16 DEL EXTRACTO
ACETONICO DE Vitex trifolia var. variegata.

T1 T2 T3 T4
1 2 3 ] 2 3 1 2 3 1 2 3
0.5 0.5 02 8.9 28 50 387 234 367 1087 13935 3137
0.6 0.3 0.5 83 3.4 2.1 467 365 31 1695 306.1 281.1
03 03 0.4 7.6 4.9 69 526 59 413 2415 1608 2110
0.6 0.5 0.3 6.2 5.9 54 473 229 768 2936 3761 1475
0.4 0.4 0.3 4.2 6.7 7.5 322 211 249 3664 524 1883
0.5 0.4 0.4 8.6 2.3 84 347 - 39.8 2482 12569 383.8
X=035 0.4 0.35 1.3 43 59 420 183 41.7 2379 2516 12543

TI, T2, T3, y T4 = Tiempos de registro (cada siete dias)
1, 2, 3 = Concentraciones aplicadas ( 100, 300 y 600 ppm)
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18. REGISTRO DE LA TALLA (mm) DE LARVAS Spodoptera frugiperda CON LA FRACCION 16 DEL
EXTRACTO ACETONICO DE Vitex frifolia var. variegata.

T1 T2 T3 T4
| 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
3 3 3 S 7 7 17 12 14 20 35 27
3 3 3.5 9 7 6 16 15 14 25 32 30
3 3 3 8 8 8 17 3 17 27 23 25
4 3 3 8 3 7 18 15 18 30 30 20
3 3 3 7 8 8 15 12 12 30 20 24
35 3 3 9 5 8 16 - 115 28 30 30
X=3 3 3 83 72 73 165 124 15 267 283 1212

T1, T2, T3, y T4 = Tiempos de registro (cada siete dias)
1, 2, 3 = Concentraciones aplicadas { 100, 300 y 600 ppm)
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19. REGISTRO DEL PESO (gr) DE LARVAS Spodopiera frugiperda CON LAS FRACCIONES 1,2,3,4, 5,6, 7,
10, 11, 13 y 15 DEL EXTRACTO ACETONICO DE Vifex hemsleyi EN EL TIEMPO 1.

Vh Fl Vh F2 Vh F3 Vh F4 Vh F5 Vh F6
] 2 3 1 2 3 ] 2 3 1 2 3 1 2 3 l 2 3
0.5 0.9 0.7 1.1 22 29 04 0.3 0.2 0.4 0.3 0.8 0.5 04 04 0.2 0.4 0.4
0.3 0.4 0.7 0.7 0.6 43 03 05 03 0.5 0.4 0.4 0.3 0.3 0.6 0.3 0.2 0.4
0.5 0.3 03 0.1 0.1 6 0.4 0.5 05 0.5 0.5 0.2 0.2 04 04 02 0.2 0.3
0.2 0.2 0.3 1.8 1.0 26 03 62 02 0.5 0.4 0.4 0.5 0.5 09 0.2 0.4 0.4
0.2 0.4 07 1.3 0.5 1.7 04 02 03 0.2 0.4 0.4 05 03 0.4 0.5 0.4 0.4
0.3 0.4 .3 1.4 0.4 02 03 04 02 0.1 0.2 0.5 0.5 0.5 0.4 0.4 02 0.4
X=0.3 0.4 0.5 Il 08 255 035 035 03 0.4 0.4 045 04 040 05 03 0.3 0.4
Vh F7 Vh F10 Vh Fil Vh F13 VhFIS Control
1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 ]
0.6 1.0 3.1 1.3 2.1 1.8 1.7 2.5 1.6 1.9 22 23 2.1 0.4 2.7 2.3
2.5 L6 0.3 33 0.5 1.1 0.1 1.5 4.5 1.9 0.8 0.9 23 1.7 2.1 0.7
3.4 1.8 2.4 0.1 23 2.0 24 0.5 l6 26 1.6 31 0.4 2.6 1.0 2.3
34 2.5 22 11 2.5 0.3 5.5 183 28 1.4 30 1.6 1.8 2.1 2.7 1.3
0.9 2.2 2.2 1.4 29 1.9 0.9 20 09 23 2.8 22 3.6 06 4.0 2.6
2.0 1.8 1.6 2.3 2.1 1.0 4.4 2.1 1.2 1.9 1.4 2.2 2.3 2.5 1.8 0.7
X=2.1 1.8 1.9 1.7 21 135 25 1.7 21 195 1.97  2.05 21 165 28 165

1, 2, 3 = Concentraciones aplicadas (100, 300 y 600 ppm)
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20. REGISTRO DEL PESO (gr) DE LARVAS Spodoptera frugiperda CON LAS FRACCIONES 1,2, 3,4, 5.6, 7,
10, 11, 13 y 15 DEL EXTRACTO ACETONICO DE Vitex hemsleyi EN EL TIEMPO 2.

Vh Fl Vh F2 Vh F3 Vh F4 Vh Fs Vh F6
] 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 ] 2 3
6.3 8.7 5.4 50.5 13 594 173 10.6 99 4.0 10.4 58 9.1 9.9 0.9 1.3 6.3 75
2.7 34 6.5 30.0 413 264 11.1 3.2 0o 10.2 5.2 55 63 0.9 39 2.0 5.9 5.7
6.9 8.1 59 8.6 487 573 34 9.5 3.1 2.1 4.6 39 6.6 13 10.8 238 7.9 2.7
3.5 18 19 26.7 8.3 498 3.1 5.6 11.8 11.9 13.4 2.5 3.6 3.2 1.8 2.9 3.7 5.8
1.6 2.1 3.0 396 6.6 445 7.8 0.9 2.7 4.3 33 78 472 10.7 63 76 2.7 8.5
2.6 3.8 2.6 9.0 2.8 1%9.0 23 10.0 128 25 1.5 2.7 0.7 6.4 1.3 5.4 5.7 8.7
X=49 465 4.55 274 192 427 58 8.9 6.8 58 6.40 47 51 54 42 375 3.4 6.5
Vh F7 Vh Fi0 Vh Fl} VhFi3 VhFI15 Control
1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1
55.6 28.9 21.5 4.6 62.1 269 265 458 144 498 35 4.1 197 258 482 403
26.1 10,9 271.5 1.9 967 564 89 264 427 502 7.4 1.3 22.1 16.4 412 1.4
420 55.0 36.6 295 450 466 344 374 203 693 48.7 10,0 409 11.1 305 558
11.8 4.6 11.1 84.5 41.1 6.2 3.2 116 474 12.5 26.8 277 289 169 651 4.4
6.4 21.7 18.3 6.1 15.6 47 3516 4.3 37.1 17.2 354 229 346 370 216 289
45.6 28.8 7.8 226 300 643 152 405 2.6 2.8 9.1 18.2 - 7.7 347 446
X=31.25 249 20.5 248 484 3418 233 277 274 3485 271 157 244 1915 402 292

1, 2, 3 = Concentraciones aplicadas (100, 300 y 600 ppm)
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21.REGISTRO DEL PESO (gr) DE LARVAS Spodoptera frugiperda CON LAS FRACCIONES 1,2, 3,4, 5,6, 7, 10,
11, 13 y 15 DEL EXTRACTO ACETONICO DE Vitex hemsleyi EN EL TIEMPO 3.

Vh Fl Vh F2 Vh F3 Vh F4 Vh F5 Vh Fo
1 P 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
275 355 219 3977 3304 2688 170 270 335 13.8 878 375 181 347 687 4912 679 537
242 241 347 2422 521 2353 450 505 38.0 373 295 276 330 263 738 382 514 279
46.0 60.6 273 1540 346.1 I51.3 438 388 4le6 244 457 424 504 308 377 504 648 1294
295 26.5 445 166.5 3284 31238 358 429 163 452 288 348 315 868 393 493 448 364
16.4 19.6 215 3085 3637 83353 259 412 7512 590 431 208 3011 406 56 435 258 402
13.2 16.2 293 3193 1662 170.2 178 57 426 204 16.2 409 555 545 3806 80 800 152

X=12061 304 299 2047 2645 2037 309 344 412 3335 4185 340 364 456 5095 398 558 338
Vh F7 Vh F10 Vh F11 Vh F13 VhF15 Control
1 2 3 ! 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1

3205 2746 3475 3355 3873 1648 626 3783 4285 4311 2866 2149 286.9 1483 3629 1322
2846  403.2 3320 142 373.0 287 2796 4084 362.1 2928 3973 1361 4048 352 3550 1178
2868 271.8 3231 2680 479.6 2894 291.2 31I.1 2025 3979 116.1 2458 3324 1604 2620 823
1348 3780 3771 1200 257.0 2922 3735 2394 3249 2576 1109 51.9 539.8 100.8 4290 1209
369.2 72.1 4624 4358 2321 431.1 212.8 1329 2089 3061 649 425 3754 363 1295 1376
373.2 1488 3476 73.8 3625 847 723 625 1760 4054 1338 1302 3383 286 4104 617

X=294 85 2581 3650 2079 3486 2152 2153 2554 2838 3485 1849 1369 382.9 84.93 32438 10875

1, 2, 3 = Concentraciones aplicadas (100, 300 y 600 ppm})
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22. REGISTRO DEL PESO (gr) DE LARVAS Spodoptera frugiperda CON LAS FRACCIONES 1,2, 3,4, 5, 6, 7,
10, 11, 13 y 15 DEL EXTRACTO ACETONICO DE Vitex hemsleyi EN EL TIEMPO 4.

Vh Fl Vh F2 Vh F3 Vh F4 Vh F5 Vh F6
1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 | 2 3 1 2 3
2703 117.1 400 3344 420 380.2 3160 2375 4397 2259 4455 171.2 1586 1100 3418 1782 2277 1729
1213 111.3 1141 3422 2747 4473 2466 2323 4590 1478 1068 2223 1644 1665 2304 1459 731 2336
3712 4273 78.9 3904 3741 4087 1626 3788 3158 2476 2791 1194 1101 2224 2966 4069 3%16 1167
1033 154.5 1859 2812 1733 4316 1031 3239 1991 1773 2212 3142 2447 1624 3509 2233 2179 1033
250 814 655 3672 3259 2514 2162 324.0 259.6 1462 180.0 3225 371.1 339.0 3603 3283 733 1763
3355 3153 1598 3141 1116 3172 1322 915 1476 2000 920 3531 126.5 3757 2826 3457 2548 962
X=241.9 20113 1674 3383 2799 3827 196.1 2647 303.5 190.8 220.80 235045 1959 229.3 3104 2714 2074 1498
Vh F7 Vh F10 VhF1l Vh FI13 Vh F15 Control
1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1
2395 2775 3314 4017 386.2 2369 2969 1372 3512 2723 3917 3903 2665 B0.0 2986 4117
362.8 13972 2766 3215 4157 1950 306.8 3458 4364 230.1 588.1 369.83 2591 905 3860 4470
288.6 3928 3329 27135 49435 967 4354 2307 3741 160.7 3040 1537 243.6 123.9 2977 4237
421.6 4135 3145 2333 858 2155 1181 1380 111.0 5100 1779 131.5 3648 359.1 4293 2803
408.4 2606 2813 746 5135 2858 1091 3918 955 I51.1 307.2 1036 4131 2519 4225 3378
364.1 568 2797 4063 2453 2532 1709 2587 115.1 2158 2658 341.1 304.1 300.1 2689 1073
X=35028 2997 3027 2848 356.8 213.80 2395 2504 2539 2567 3391 2483 3085 2009 3505 3346

1, 2, 3 = Concentraciones aplicadas (100, 300 y 600 ppm)
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23. REGISTRO DE LA TALLA (mm) DE LARVAS Spodoptera frugiperda CON LAS FRACCIONES 1,2, 3, 4, 5,
6,7, 10, 11, 13 y 15 DEL EXTRACTO ACETONICO DE Vitex hemsleyi EN EL TIEMPOL.

Vh Fl Vh F2 Vh F3 Vh F4 VhF5 Vh F6
1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
3.5 4.0 4.0 4.0 5.0 6.0 20 3.0 30 3.0 3.0 4.0 3.5 3.5 3.0 2.5 3.0 3.0
3.5 2.5 4.0 4.0 3.0 7.0 3.0 3.5 3.0 3.5 35 3.0 3.0 3.0 4.0 3.0 3.0 3.0
3.5 3.0 3.0 3.0 2.0 6.0 3.0 3.0 3.5 30 30 2.5 2.5 3.0 30 25 20 3.0
3.0 3.0 3.0 5.0 4.0 5.0 25 3.0 3.0 2.5 3.5 30 35 3.5 4.0 3.0 30 3.0
.5 3.0 4.0 5.0 4.0 5.0 30 235 30 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0 30 35 3.0 3.0
3.0 35 3.0 5.0 3.0 3.0 30 2.5 3.0 2.0 2.5 s 35 3.5 3.0 2.1 3.0 3.0
X=3.0 3.0 3.5 4.3 3.5 53 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0 3.3 33 3.0 3.0 3.0
Vh F7 Vh F10 VhFIl Vh F13 Vh F13 Control
1 2 3 | 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 l
3.0 5.0 6.0 5.0 5.0 3.0 5.0 6.0 5.0 5.0 5.0 6.0 5.0 4.0 6.0 5
5.0 50 3.0 7.0 30 4.0 3.0 50 6.0 5.0 4.0 4.0 5.0 5.0 5.0 4
6.0 6.0 6.0 30 5.0 5.0 5.0 4.0 5.0 5.0 5.0 6.0 3.0 6.0 4.0 5
6.0 6.0 5.0 4.0 6.0 2.0 7.0 5.0 5.0 5.0 6.0 3.0 5.0 6.0 6.0 5
4.0 6.0 5.0 5.0 6.0 5.0 4.0 50 4.0 6.0 6.0 50 6.0 4.0 7.0 6
5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 4.0 6.0 3.0 5.0 3.0 4.0 3.0 5.0 3.0 5.0 4
X=48 5.5 50 4.8 50 4.20 3.0 5.0 5.0 5.2 5.0 5.2 48 50 5.5 4

1, 2, 3 = Concentraciones aplicadas (100, 300 y 600 ppm)
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24. REGISTRO DE LA TALLA (mm) DE LARVAS Spodoptera frugiperda CON LAS FRACCIONES 1, 2, 3, 4, 5,
6,7, 10, 11, 13 y 15 DEL EXTRACTO ACETONICO DE Vitex hemsleyi EN EL TIEMPO 2.

Vh Fl Vh F2 VhF3 Vh F4 Vh F5 Vh F6
1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
7.0 9.0 7.0 15.0 7.0 15.0 7.0 8.0 80 7.0 9.0 8.0 90 100 4.0 50 9.0 9.0
6.0 6.0 3.0 120 130 12.0 9.0 8.0 3.0 10.0 7.0 8.0 8.0 5.0 7.0 6.0 9.0 7.0
8.0 8.0 9.0 8.0 150 150 6.0 9.0 1.0 50 80 7.0 8.0 5.0 100 05 8.0 6.0
6.0 5.0 6.0 13.0 8.0 16.0 6.0 7.0 100 100 10 6.0 7.0 7.0 50 60 7.0 7.0
7.0 6.0 6.0 15.0 7.0 14.0 8.0 5.0 6.0 6.0 6.0 9.0 7.0 106 8.0 9.0 6.0 90
6.0 7.0 6.0 8.0 6.0 10.0 6.0 9.0 5.0 5.0 5.0 6.0 3.0 8.0 5.0 7.0 8.0 9.0
X=6.7 6.8 7.0 11.8 9.7 13.7 7.0 7.7 7.2 73 7.5 7.3 6.9 7.5 6.5 5.6 78 7.8
Vh F7 Vh F10 VhF11 Vh F13 VhF15 Control
1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1
15.0 13.0 12.0 8.0 17.0 2.0 11.0 150 120 140 140 6.0 1.0 13.0 140 14
12.0 9.0 10.0 5.0 170 150 8.0 13.0 130 150 3.0 8.0 1.0 110 150 h1
15.0 15.0 140 130 150 140 140 130 110 170 13.0 100 13.0 100 130 15
10.0 6.0 5.0 180 140 7.0 6.0 8.0 140 10,0 110 120 100 120 150 6
8.0 11.0 11.0 7.0 10.0 7.0 150 6.0 130 11.0 130 120 120 130 110 13
15.0 13.0 8.0 110 130 170 100 140 50 6.0 3.0 11.0 - 50 130 15
X=125 112 107 103 143 1030 107 115 113 122 11.2 9.8 95 112 135 113

1, 2, 3 = Concentraciones aplicadas (100, 300 y 600 ppm)
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25. REGISTRO DE LA TALLA (mm) DE LARVAS Spodoptera frugiperda CON LAS FRACCIONES 1, 2, 3, 4, 5,
6,7,10, 11,13 y 15 DEL EXTRACTO ACETONICO DE Vitex hemsleyi EN EL TIEMPOQ 3.

VhF1 Vh F2 Vh F3 Vh Fd4 Vh F5 Vh F6
1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
12.0 14.0 13,0 250 270 200 130 140 150 110 18.0 130 120 130 170 180 180 170
13.0 13.0 14.0 230 150 250 150 170 140 140 13.0 120 140 130 180 150 150 13.0
15.0 17.0 14.0 18.0 300 200 150 150 150 130 14.0 160 140 130 130 160 17.0 140
15.0 13.0 150 200 250 280 140 140 110 150 14.0 140 13.0 180 150 150 160 150
12.0 11.0 160 280 280 170 120 120 160 160 17.0 20 130 150 80 140 130 160
i0.0 13.0 140 230 200 200 130 70 170 120 11.0 150 150 160 180 8.0 150 110
X=123 13.5 143 228 242 217 137 132 147 135 14.5 13.7 135 147 148 143 157 143
Vh F7 Vh F10 Vh F11 Vh F13 Vh F15 Control
1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 |
25.0 28.0 250 300 300 200 150 300 300 300 300 250 280 200 250 15
28.0 30.0 joo 120 300 140 250 280 250 250 290 200 290 150 280 17
29.0 25.0 250 200 310 280 260 270 250 250 200 260 250 200 2690 18
200 28.0 250 200 280 250 250 254 280 280 18.0 1.0 280 220 300 18
25.0 15.0 300 250 250 300 300 200 200 270 17.0 150 250 130 200 20
24.0 20.0 26.0 1720 300 160 180 180 220 300 220 200 240 140 300 15
X=252 243 268 207 290 222 232 247 250 227 227 203 265 173 265 172

1, 2, 3 = Concentraciones aplicadas (100, 300 y 600 ppm)



6,7,10, 11, 13 y 15 DEL EXTRACTO ACETONICO DE Vifex hemsleyi EN EL. TIEMPO 4.
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26. REGISTRO DE LA TALLA (mm) DE LARVAS Spodoptera frugiperda CON LAS FRACCIONES 1, 2, 3,4, 5,

Vh Fl Vh F2 Vh F3 Vh F4 Vh F3 Vh F6
1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 ] 2 3
28.0 200 300 280 280 290 270 280 350 270 320 250 250 220 270 250 250 250
20.0 220 200 260 250 280 300 27.0 340 200 200 230 250 230 280 250 150 270
30.0 30.0 180 280 280 290 250 330 280 270 250 200 190 250 300 370 300 200
20.0 24.0 270 260 200 280 200 300 250 250 250 300 260 250 300 300 250 200
28.0 20.0 150 280 260 240 250 320 280 210 270 30.0 300 300 300 280 200 230
31.0 13.0 320 250 18¢ 270 250 220 200 260 210 300 200 350 300 330 280 200
X=262 248 237 268 242 275 253 287 283 243 250 263 242 273 292 297 238 225
Vh F7 Vh F10 Vh Fl1 Vh F13 VhFI15 Control
1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 | 2 3 1
30.0 20.0 260 260 290 240 250 220 300 280 280 280 270 170 280 30
33.0 300 250 250 300 230 270 300 270 170 300 290 230 180 300 33
27.0 29.0 2000 290 310 180 280 250 280 210 260 250 250 200 250 32
30.0 29.0 28.0 250 180 200 230 230 200 300 240 220 280 270 330 28
30.0 240 250 200 320 240 200 250 200 230 270 180 310 220 310 30
30.0 150 270 30,0 270 230 230 250 220 250 280 300 200 280 200 20
X=308 245 252 258 278 220 243 250 245 240 272 253 257 220 278 288

1, 2, 3 = Concentraciones aplicadas (100, 300 y 600 ppm)
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